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1. EINLEITUNG: ULTRASCHALL, ULTRASCHALLKONTRASTMITTEL UND 
ARTERIOSKLEROSE 
 
1.1 AUFGABENSTELLUNG 
Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Charakterisierung von neuen, lipidbasierten, 
nanoskaligen Formulierungen zur Anwendung als Ultraschallkontrastmittel und zum 
spezifischen Targeting von arteriosklerotischen Plaques. Hierbei wurde besonders darauf 
geachtet, dass die entwickelten Formulierungen, eine sehr gute Kontrastverstärkung bei 
diagnostischen Ultraschalluntersuchungen (Frequenzen zwischen 1 und 3 MHz) erzeugen. 
Die Formulierungen wurden physikochemisch und morphologisch charakterisiert sowie im 
Hinblick auf brillante Kontrastverstärkung optimiert. Außerdem wurde eine Methode 
entwickelt elastische Eigenschaften nanoskaliger Systeme mit dem Rasterkraftmikroskop zu 
messen und dies am Beispiel von Polymer-Nanopartikeln durchgeführt. Die 
Ultraschallkontrastmittel sollten zusätzlich gute Targeting-Eigenschaften aufweisen. Dazu 
wurde ein in vitro Plaque-Modell entwickelt und weitere liposomale Ultraschallkontrastmittel 
hergestellt, die mit Antifibrin-Antikörpern gekoppelt wurden. Diese wurden ebenfalls 
physikochemisch charakterisiert und die Targeting-Eigenschaften mit dem in vitro Plaque-
Modell getestet.  
In Kapitel 1 (Einleitung) werden Grundlagen und die Anwendung von Ultraschall in 
Diagnose und Therapie dargestellt sowie besonders die Anwendung von ultraschallkontrast-
verstärkenden Mitteln zur Unterstützung von Ultraschalluntersuchungen präsentiert. Ein 
kurzer Überblick zur Gefäßkrankheit Arteriosklerose, die Visualisierung dieser Erkrankung 
und in vivo Charakterisierungsmöglichkeiten wird gegeben.  
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In Kapitel 2 werden die verwendeten Methoden zur Herstellung und Charakterisierung der 
nanoskaligen, liposomalen Ultraschallkontrastmittel und der Nanopartikel sowie die 
Ermittlung der Kontraststärke erläutert. 
Kapitel 3 befasst sich mit den Ergebnissen der physikochemischen und morphologischen 
Charakterisierung der hergestellten liposomalen Formulierungen sowie von Polymer-
Nanopartikeln. Dazu wurden Dynamische Lichtstreuung, Laser-Doppler-Anemometrie, 
Rasterkraftmikroskopie, Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie und Phosphat-31-
Kernspinresonanzspektroskopie verwendet. 
Kapitel 4 zeigt die Ergebnisse der Ultraschallkontrastmessungen und der Untersuchungen zur 
Lagerungsstabilität der Formulierungen im Hinblick auf den Ultraschallkontrast. Die 
Ultraschallkontrastmessungen wurden mit einem speziellen Flussmodell bestimmt. 
Kapitel 5 befasst sich mit der Verbesserung der Kontrastintensität durch Variation der 
Herstellungsmethode, der Lipidzusammensetzung, sowie Gefriertrocknen. 
In Kapitel 6 wird ein Modellsystem zur Bestimmung elastischer Eigenschaften mit Hilfe des 
Rasterkraftmikroskops entwickelt und am Beispiel von Polymer-Nanopartikeln getestet. 
Kapitel 7 stellt ein in vitro Plaque-Modell zur Untersuchung der spezifischen Targeting-
Eigenschaften vor. 
Kapitel 8 fasst die Ergebnisse noch einmal zusammen und gibt einen Ausblick. 
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1.2 ULTRASCHALL 
 
1.2.1 GRUNDLAGEN 
Wenn in einem Medium ein Atom oder Molekül zur Eigenschwingung angeregt wird, wird 
diese Schwingung auf das benachbarte Molekül übertragen, von dort zum nächsten und 
immer so weiter. Diese kinetische Energie verbreitet sich sinusförmig im Medium. Man 
bezeichnet die kontinuierliche Übertragung der kinetischen Energie als akustische Welle. Im 
Medium treten abwechselnd Kompressions- und Kavitationsphasen auf. Dabei können Atome 
oder Moleküle longitudinal (in Ausbreitungsrichtung) und transversal (senkrecht zur 
Ausbreitungsrichtung) zur Richtung der Anregung schwingen. Deshalb unterscheidet man bei 
akustischen Wellen zwischen Longitudinal- und Transversalwellen. 1 
Ultraschall bezeichnet Schall mit einer Frequenz größer als 20 kHz. Der für den Menschen 
hörbare Frequenzbereich liegt zwischen 20 Hz und annähernd 20 kHz und damit unterhalb 
des Ultraschalls. Diagnostisch eingesetzter Ultraschall liegt normalerweise in einem Bereich 
von 1 – 40 MHz. Frequenzen dieser Höhe können nicht durch Luft übertragen werden, aber 
sie gehen durch Flüssigkeiten oder festes Material hindurch. Deshalb werden luftblasenfreie 
Ultraschallkontaktgele bei diagnostischen und therapeutischen Ultraschalluntersuchungen 
benutzt. Der Schallkopf eines Ultraschallgerätes sendet Ultraschallwellen als Pulse mit 
wenigen µs und einer bestimmten Frequenz aus. Die Schallwellen bewegen sich durch das 
Gewebe und werden an verschiedenen Gewebestrukturen unterschiedlich stark reflektiert. Das 
reflektierte Signal, das nur einen kleinen Teil der ausgesendeten Ultraschallenergie ausmacht, 
wird vom Schallkopf wieder empfangen und in ein Ultraschallbild umgewandelt. 2 
Die durch die Ultraschallwellen verursachten Druckschwankungen im Gewebe, führen dazu, 
dass während der Kavitationsphase (auch Sog-Phase genannt) Gas aus Gewebsflüssigkeit 
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herausgezogen wird, welches Bläschen bildet. Diese Bläschen schwingen in ihrer Größe, 
aufgrund des wechselnden Gewebedrucks und können sogar kollabieren, was zu örtlich 
begrenzter Energiefreisetzung und Temperaturerhöhung im mikroskopischen Bereich führt. 
Dieses Phänomen wird inertial cavitation genannt (Abbildung 1). 3 
 
 
Abbildung 1: Einfluss von Ultraschallw ellen und Druck auf die Größe von Gasbläschen 
(Skizze abgewandelt übernommen aus Referenz 3). 
 
Seit Beginn der Ultraschalldiagnostik beim Menschen in den 1960er Jahren werden mögliche 
biologische Effekte diskutiert. In Verbindung mit Ultraschallstrahlen, die durch den Körper 
gehen, treten zwei verschiedene Phänomene auf, von denen bekannt ist, dass sie 
möglicherweise einen Einfluss auf biologische Systeme haben. Hierbei handelt es sich zum 
einen um thermische Effekte, da ein Teil der vom Körper absorbierten Energie in Hitze 
umgewandelt wird, und zum anderen um mechanische Effekte, bei denen von durch 
Druckschwankungen entstandene und evtl. auch implodierende Gasbläschen einen starken 
Druckanstieg verursachen können, welcher Zellmembranen sogar zum Platzen bringen kann. 
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Unterschiedliche biologische Gewebe zeigen unterschiedliches Absorptionsverhalten der 
Schallenergie. In Flüssigkeiten, wie Blut oder Urin, ist die Absorption sehr schlecht, in 
Knochen dagegen mit 60 – 80% sehr hoch. Verantwortlich für thermische Effekte ist die 
Ultraschallfrequenz. Je höher die Frequenz, desto schneller wird die Ultraschallenergie 
absorbiert. Eine Temperaturerhöhung um 2,5 °C und mehr kann ernsthafte Schäden bei 
biologischen Geweben verursachen, während Temperaturerhöhungen um 1 °C als sicher 
angesehen werden. Untersuchungen haben gezeigt, dass im diagnostischen Bereich keine 
schädlichen thermischen Effekte zu erwarten sind. 1 
Mechanische biologische Effekte sind fast immer Phänomene, die mit dem Auftreten und dem 
möglichen Kollaps der mikroskopisch kleinen Bläschen, die im Gewebe vorkommen, 
zusammenhängen. Das Auftreten und der Einfluss der Sog-Phase sind nicht nur abhängig von 
der gewählten Ultraschallfrequenz und Intensität, sondern auch von der Fokussierung des 
Ultraschallfeldes. Beim Kollabieren der Bläschen kann es zu einem plötzlichen Temperatur- 
oder Druckanstieg in einem Bereich kommen, der kleiner ist als ein Quadratmikrometer. Dies 
kann als letzte Konsequenz die Zerstörung von Zellen und Gewebe zur Folge haben. Es ist 
wissenschaftlich erwiesen, dass die Sog-Phase in ihrer vorübergehenden Form ein reines 
Schwellenphänomen ist, das nur dann auftritt, wenn sowohl der Druck, als auch die 
Ultraschallfrequenz, bei gleichzeitigem Auftreten von Kavitationszellen, auf extreme Werte 
eingestellt sind. Liegt der Druck unterhalb des Kavitationsschwellenwertes, wird dies allein, 
selbst bei extrem langen Beschallungszeiten, nie zu Kavitationen führen. Bis heute ist kein 
Fall bekannt, bei dem die Beschallung eines menschlichen Körpers im diagnostischen 
Bereich, selbst vorübergehend, ein Kavitationsphänomen verursacht hat. Allerdings ist der 
Nachweis von biologischen Effekten sehr schwierig bis unmöglich, da sich die negativen 
Effekte möglicherweise nur auf wenige Zellen auswirken, wobei Kavitation an jeder 
beliebigen Stelle im Gewebe auftreten kann. Die heute gebräuchlichen 
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Ultraschallkontrastmittel wurden im Hinblick auf Kontrollwerte so produziert, dass das 
Auftreten von möglichen mechanischen Effekten, wie Kavitation, während extremem 
Spitzendruck, durch eine Beschränkung der durchschnittlichen Pulsintensität vermieden 
werden kann. 1 
 
1.2.2 ANWENDUNG VON ULTRASCHALL 
Ultraschall wird in vielen medizinischen Bereichen eingesetzt. Es ist erwiesen, dass 
Ultraschallenergie den Transport von Wirkstoffen durch die Haut verbessern kann. Außerdem 
wurde festgestellt, dass niedrig-frequenter Ultraschall (20 – 100 kHz) die besten Ergebnisse 
für den transdermalen Transport erzielt 4. Tezel et al. zeigten, dass Ultraschall, durch inertial 
caviation, Schockwellen und Microjets verursachen kann, was zu verbesserter transdermaler 
Permeabilität führt 5. Die sog. Sonophorese wird eingesetzt, um bspw. Lidocain oder 
Impfstoffe durch die Haut zu bringen 6. Anna Y. et al. konnten in vivo die intrazelluläre 
Freisetzung von Molekülen, die nicht durch Zellmembranen gehen können, via ultraschall-
induzierter Permeabilitätserhöhung der Zellmembran, gefolgt von temperaturkontrollierter 
Freisetzung der Testsubstanzen, zeigen 7. Ultraschallenergie kann zudem zur Auflösung von 
Thromben genutzt werden. Alonso et al. setzten menschliche Thromben in Karotis-Arterien 
von 16 Ratten ein und behandelten diese mit 2 MHz Ultraschall – entweder mit Ultraschall 
alleine, mit Ultraschall in Kombination mit Immuno-Bläschen, die auf Plättchen gerichtet sind 
oder mit unspezifischen Immuno-Bläschen, aber sie benutzten keine lytischen Wirkstoffe. Sie 
stellten fest, dass die spezifischen Immuno-Bläschen ein stärkeres Auflösen der Thromben 
verursachten, als Beschallung mit unspezifischen Immuno-Bläschen oder Ultraschall alleine 8. 
Eine weitere Arbeitsgruppe verwendete den Thrombolyse-Wirkstoff tPA. Sie untersuchte die 
thrombolytische Effizienz des Wirkstoffs sowohl allein, als auch in Kombination mit 
Ultraschall (1 MHz) sowie in Bläschen integriert. Dabei wurden gute Thrombus-
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Auflösungseigenschaften für die Kombination des Wirkstoffes mit den Bläschen festgestellt 9. 
Ultraschall kann außerdem die Heilung von Knochenbrüchen verbessern. Unter Verwendung 
verschiedener Frequenzen ließen sich in einem Kaninchen-Knochenbruch-Modell bessere 
Ergebnisse, in Hinblick auf Knochenformation und Drehfestigkeit, erzielen, als bei der 
Kontrollgruppe 10. 
 
1.2.3 ULTRASCHALLKONTRASTMITTEL 
Die Anwendung von Ultraschallkontrastmitteln wurde zum ersten Mal 1968 getestet. Gramiak 
und Shah injizierten Patienten mit Mitralstenose Salzlösung als ein intrakardiales 
Ultraschallkontrastmittel und konnten beweisen, dass dies ein effektives 
Ultraschallkontrastmittel darstellte. Sie erklärten, dass die Echo-Wolken durch Mini-Bläschen 
hervorgerufen wurden, die beim schnellen Injizieren entstanden oder auch schon im 
Kontrastmittel enthalten sein konnten 11. Daraufhin wurden weitere Untersuchungen zur 
Ultraschallkontrastverstärkung unternommen. 1972 testeten Ziskin et al. verschiedene 
Medien, wie destilliertes Wasser, gewöhnliche Salzlösung, 5%ige Dextroselösung, 
Indocyaningrün oder Ether auf ihre kontrastverstärkende Wirkung und den Einfluss der 
Injektionsgeschwindigkeit auf die Kontrastverstärkung. Dabei fand man heraus, dass durch 
eine schnelle Injektionsrate (10 ml/sec), selbst mit destilliertem Wasser, eine 
Kontrastverstärkung verursacht werden konnte 12. Feinstein et al. gingen 1984 noch einen 
Schritt weiter. Sie verwendeten die eben erwähnten Kontrastmittel und variierten die 
Herstellungsmethode. Sie stellten fest, dass bessere Ergebnisse erzielt werden konnten, wenn 
die Lösungen bei der Herstellung mit einem Ultraschallstab beschallt wurden, anstatt sie nur 
mit der Hand zu schütteln, da mit dem Ultraschallstab kleine und stabile Mikrobläschen 
erzeugt würden (13 ± 5 µm im Vergleich zu 16 ± 13 µm beim Schütteln von Hand) 13. 
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Anschließend wurde die sog. erste Generation von Ultraschallkontrastmitteln entwickelt. 
Diese Kontrastmittel waren Mikrobläschen mit kleinen Größen (1 – 8 µm), die aus Luft, 
umgeben von einer Albumin-Hülle (Albunex ®), bestanden. Aufgrund ihrer dünnen Hülle 
und der guten Löslichkeit von Luft in Blut, hielt die Kontrastverstärkung jedoch nur wenige 
Sekunden an. Die zweite und dritte Generation der Ultraschallkontrastmittel nutzten Gase mit 
hohem Molekulargewicht, wie z.B. Schwefelhexafluorid, und Proteinhüllen, sowie Lipid- 
oder Polymerhüllen, was die Freisetzung des Gases reduzierte und die Stabilität der 
Kontrastmittel im Blutfluss verbesserte 14. Beispiele FDA-geprüfter Ultraschallkontrastmittel 
der zweiten Generation sind Optison ® und Definity ®. In Europa ist SonoVue ® am 
gebräuchlichsten 15. 
In den letzten Jahren wurden Kontrastmittel entwickelt, die kleiner als 1 µm sind und dennoch 
eine gute Ultraschallkontrastverstärkung aufweisen. Diese nanoskaligen Kontrastmittel sind 
häufig Liposomen 16, die zusätzlich mit Antikörpern konjugiert 17 oder auch als 
Wirkstofffreisetzungssyteme verwendet werden können 18, da sie sowohl hydrophile 
Substanzen in ihrem Kern, als auch lipophile Substanzen in ihrer doppelschichtigen Hülle 
enthalten können 19. 
Ultraschalldiagnose und –therapie haben positive, aber auch einige negative Nebeneffekte. 
Positive Effekte bei Verwendung von Ultraschallkontrastmitteln sind Wirkstofffreisetzung 
und auch Gentransfer, wenn die Bläschen bei hohem Mechanischem Index zerstört werden. 
Negative Auswirkungen von kontrastmittelunterstützen Ultraschalluntersuchungen wären 
beispielsweise Hämolyse und Plättchen-Aggregation oder auch Endothelschäden 20.  
Für das sogenannte Harmonic Imaging wird eine nichtlineare Bläschen-Schwingung benötigt. 
Dies kann mit einem Mechanischen Index (MI) zwischen 0,1 und 1,0 erreicht werden. Bei 
einem MI < 0,1 tritt lineare Rückstreuung auf und bei einem MI > 1 werden die Bläschen 
zerstört. Siehe dazu auch Abbildung 2 20. 
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Abbildung 2: Einfluss des Mechanischen Inde x (MI) auf Bläschen. A) Bei niedrigem MI 
(< 0,1) schw ingen die Bläschen linear. B)  Bei steigendem MI beginnen die Bläschen 
nichtlinear zu schwingen, was zu messbaren harmonischen Reflexionen führt. C) Bei 
hohem MI (> 1) kommt es zur inertial cavitation, was bedeutet, dass die Bläschen in der 
Sog-Phase zerstört werden. (Grafik übernommen und abgewandelt aus Referenz 20). 
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Der Mechanische Index, MI, ist definiert als 
ܯܫ ൌ ݌ඥ݂ 
Dabei steht p für den Druck in MPa und f ist die Frequenz in MHz. Bei höherem Druck und 
kleinerer Frequenz erhöht sich die Stärke und Wahrscheinlichkeit von inertial cavitation 21. 
Akustische Kavitation ist die zu beobachtende Aktivität von Bläschen, wenn sie einem 
akustischen Feld ausgesetzt werden 22. 
Die Resonanzfrequenz fr (MHz) eines kugelförmigen Gasbläschens, in Wasser bei 20 °C und 
atmosphärischem Luftdruck, wird durch die folgende Gleichung beschrieben (R0 ist der 
Bläschenradius in µm): 
௥݂~
3.3
ܴ଴  
Mit dieser Formel kann die Resonanzfrequenz eines käuflichen Ultraschallkontrastmittels, das 
Mikrobläschen (1 – 10 µm) enthält, berechnet werden. Die Resonanzfrequenz liegt zwischen 
0,33 und 3 MHz. Deshalb wird für die lokale Wirkstofffreisetzung in der Regel eine 
Ultraschallfrequenz von 1 MHz angewendet 21. Würde man diese Formel auf nanoskalige 
Ultraschallkontrastmittel anwenden (100 – 400 nm), müssten diese mit einer Frequenz von 
8,25 – 33 MHz zum Schwingen angeregt werden. 
Die auf dem Markt erhältlichen Ultraschallkontrastmittel sind von der amerikanischen 
Bundesbehörde zur Überwachung von Nahrungs- und Arzneimitteln (Food and Drug 
Administration (FDA)) nur zur Darstellung des Herzens zugelassen 23, 24. In Deutschland ist 
vor allem SonoVue ® gebräuchlich, was bei der Echokardiographie, dem Doppler im 
Makrogefäßsystem und dem Doppler im Mikrogefäßsystem eingesetzt wird 25. 
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1.3 NANOSKALIGE TRÄGERSYTEME 
 
1.3.1 LIPOSOMEN 
 
Abbildung 3: Schematische Zusammensetzung eines Liposoms. 
 
Liposomen sind geschlossene Strukturen, die aus gekrümmten Lipiddoppelschichten bestehen 
und in ihrem Inneren einen Teil des Lösungsmittels einschließen, in dem sie frei schwimmen. 
Sie können aus einer (unilamellar) oder mehreren (multilamellar) konzentrischen Membranen 
aufgebaut sein. Die Größe schwankt zwischen 20 nm und mehreren Dutzend µm, während die 
Dicke der Membran bei ungefähr 4 nm liegt 26. 
Liposomen sind aufgebaut aus amphiphilen Substanzen, d.h. aus oberflächenaktiven 
Molekülen. Diese Substanzen besitzen einen hydrophilen, wasserlöslichen und einen 
lipophilen, wasserunlöslichen Bereich, innerhalb eines Moleküls. Da diese Moleküle 
überwiegend in Wasser unlöslich sind, bilden sie kolloidale Dispersionen 26.  
Die kugeligen Vesikel können mit polaren und unpolaren Substanzen beladen werden und 
besitzen die Fähigkeit verschiedene hydrophobe Barrieren zu überwinden oder die 
eingeschlossenen Substanzen in eine hydrophobe Umgebung oder durch andere Membranen 
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freisetzen. Diese Eigenschaften führten dazu, dass Liposomen in vielen Bereichen der 
Wissenschaft und Technologie eingesetzt werden, von Grundlagenforschung über bspw. 
Membranmechanismen oder Membranproteinfunktionen bis zu 
Wirkstofffreisetzungssystemen, Transfektionsvektoren oder auch in kosmetischen 
Zubereitungen. Liposomen können zum gezielten Targeting auch mit Antikörpern über 
bestimmte Anker-Lipide gekoppelt werden. 26 
Zur Herstellung von Liposomen gibt es mehrere Methoden. In dieser Arbeit wurde die 
Filmmethode mit einigen Variationen verwendet. 26 
Auf die genaue Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten liposomalen Formulierungen 
wird im Kapitel 2 (Methoden) eingegangen. 
 
1.3.2 POLYMER-NANOPARTIKEL 
Nanopartikel sind Partikel, die per Definition kleiner als 1 µm sind. Sie können aus einer 
Vielzahl verschiedener, bioabbaubarer und nicht-bioabbaubarer Polymere hergestellt werden. 
Auch für die Herstellung selbst gibt es viele verschiedene Methoden, dabei sind die Solvent 
Displacement 27, Emulsification Diffusion 28 und Salting-Out Methode 29 die wichtigsten. 
In dieser Arbeit wurden PLGA-Nanopartikel hergestellt. PLGA (Poly(D,L-Lactid-co-
Glykolid)) ist ein, von der FDA, zugelassenes, bioverträgliches und bioabbaubares 
Polymer 30. Dieses Polymer baut sich in Wasser durch chemische Hydrolyse der Esther-
Verbindungen ab, was zur Bildung von Oligomeren mit Carboxylgruppen oder Milchsäure 
und Glykolsäure führt, welche über die Nieren ausgeschieden werden können 31. 
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1.4 ARTERIOSKLEROSE 
 
1.4.1 ENTSTEHUNG UND FOLGEERKRANKUNGEN DER ARTERIOSKLEROSE  
Gemäß dem Statistischen Bundesamt Deutschland (DESTATIS) waren chronische 
ischämische Herzkrankheit, akuter Herzinfarkt und Schlaganfall unter den sechs häufigsten 
Todesursachen in Deutschland im Jahr 2010 32. Arteriosklerose ist die zu Grunde liegende 
Ursache für kardiovaskuläre Erkrankungen 33. 
Arteriosklerose ist eine degenerative Erkrankung der Blutgefäße, die zu einer Verengung 
und/oder Verhärtung der Arterien führt. Dieser pathologische Prozess beinhaltet eine 
fortschreitende Ausbreitung von Läsionen (Plaques), die schließlich zu einem Verschluss des 
Blutgefäßes führen können 34. 
Abbildung 4 stellt die Entwicklung einer arteriosklerotischen Plaque dar. Es geht eine 
endotheliale Fehlfunktion voraus, die im linken Bereich der Abbildung dargestellt ist. 
Beschädigungen am Endothel können bspw. durch Rauchen oder Diabetes verursacht werden 
und reduzieren die NO-Produktion. Lipoproteine niedriger Dichte (low density lipoproteins 
(LDL)) infiltrieren das Endothel und werden durch Makrophagen oxidiert. 
Wachstumsfaktoren und Zytokine werden freigesetzt und Adhäsionsmoleküle werden 
hochreguliert, was noch mehr Monozyten anlockt. Lipidbeladene Makrophagen wandeln sich 
in Schaumzellen um. Eine Anreicherung von Schaumzellen und die Proliferation von glatten 
Muskelzellen vergrößern die Plaque (s.a. mittleren Teil der Abbildung 4). Auf der rechten 
Seite der Abbildung ist der gefährliche Plaque-Typ zu sehen, der schließlich das Ergebnis von 
entzündlichem Zellinfiltrat, Tot der glatten Muskelzellen durch Apoptose und Matrixabbau 
durch Proteolyse durch Matrixmetalloproteasen (MMP), ist. Die gefährliche Plaque hat eine 
dünne fibröse Kappe und einen großen lipidreichen nekrotischen Kern. Reißt die dünne 
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Kappe ein, kann es zu einer Thrombose kommen die letztlich zu einem kompletten 
Gefäßverschluss führt. 
 
 
Abbildung 4: Entwicklung einer arteriosklerotischen Plaque. (Abbildung entnommen 
aus Referenz 35). 
 
Abbildung 4 zeigt außerdem mögliche Zielstrukturen. Diese Zielstrukturen können spezielle 
Komponenten, wie beispielsweise Zelladhäsionsmoleküle, Makrophagen, Teile von 
Bindegewebe, Lipidkern und Fibrin, oder spezifische Prozesse, wie beispielsweise Apoptose, 
Proteolyse, Angiogenese und Thrombose sein. Die Symbole zeigen die Möglichkeiten der 
bildlichen Darstellung mit den aufgeführten Modalitäten (+ oder –) 34, 35. 
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Abbildung 5: Verschiedene Typen einer ar teriosklerotischen Plaque (Übernommen aus 
Referenz 36). 
 
Stary et al. teilten die arteriosklerotische Plaque in sechs verschiedene Kategorien ein. 
Arteriosklerose beginnt bereits im Kindesalter. Die sogenannten frühen Läsionen, Typ I und 
II, können ebenfalls bei Erwachsenen auftreten. Nach der Pubertät erscheint die Typ III 
Läsion und bildet einen Übergang zum Typ IV, der als fortgeschrittene Plaque klassifiziert 
wird und ab der dritten Dekade bei Erwachsenen beobachtet werden kann. Danach treten Typ 
V und VI in Erscheinung. Eine Typ V Läsion ist charakterisiert durch eine verdickte Intima 
mit fibrösen Gewebeschichten und wird unterteilt in Va (Fibroatherom), Vb (verkalkte 
Läsion) und Vc (fibröse Läsion). Bei Va sind Bindegewebsschichten in Kombination mit 
einem oder mehreren Lipidkernen vorhanden. Bei Vb ist die Läsion überwiegend verkalkt und 
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bei Vc charakterisiert durch fehlenden Lipidkern und wenig bis keine Verkalkung. Andere 
veröffentlichte Einteilungen sprechen nicht von Typ Va, Vb und Vc, sondern von Typ V, VII 
und VIII 37-39. Typ VI Läsionen weisen Oberflächendefekte, Hämatome und thrombotische 
Ablagerungen auf 36. 
Die verschiedenen Typen sollten nach ihren klinisch relevantesten Bereichen eingeteilt 
werden. Läsionen von Typ I bis IV schreiten hauptsächlich aufgrund von steigender Lipid-
Ansammlung fort, haben keinen Einfluss auf den Gefäßdurchmesser und den Blutfluss und 
sind meist klinisch unauffällig. Typ V Läsionen können unauffällig oder auffällig sein, 
abhängig vom Grad der Verengung und Typ VI Läsionen engen häufig das Lumen ein und 
sind daher meist klinisch auffällig. Im Flussdiagramm von Abbildung 5 ist zwischen Typ V 
und Typ VI eine Schleife eingezeichnet, die die Verdickung der Läsion durch Bildung 
thrombotischer Ablagerungen auf der Oberfläche symbolisiert. Diese Ablagerungen können 
sich wiederholt über unterschiedlich lange Zeitspannen im selben Bereich bilden und können 
in einer allmählichen Verengung des arteriellen Lumens resultieren 36. 
Komplikationen, die sich aus arteriosklerotischen Plaques ergeben können, sind Herzinfarkt, 
chronische, stabile Angina, Schlaganfall und periphere Gefäßerkrankung 35. 
 
1.4.2 IN VIVO DARSTELLUNG VON ARTERIOSKLEROTISCHEN PLAQUES 
Zur Charakterisierung von arteriosklerotischen Plaques werden verschiedene nichtinvasive 
und auch invasive Methoden angewendet. Zu den nichtinvasiven Methoden zählen unter 
anderem Magnetresonanztomographie (MRT) und Computertomographie (CT). Die MRT 
erlaubt eine Abbildung des Gefäßlumens und gleichzeitig liefert sie Informationen über die 
Gefäßwand und ermöglicht dadurch eine bessere und objektive Bestimmung der 
Gefäßwandmorphologie und Plaque Zusammensetzung auch ohne Kontrastmittel 40, 41. 
Experimente mit Patienten, mit USPIOs (ultrasmall superparamagnetic iron oxide 
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nanoparticle; Eisenoxid-Nanopartikel, die mit Dextran mit niedrigem Molekulargewicht 
stabilisiert sind) als Kontrastmittel, mit einer Größe von 30 nm, konnten zeigen, dass USPIOs 
phagozytiert und überwiegend in Makrophagen angereichert werden, die sich in geplatzten 
oder bald platzenden Plaques befinden. Dies führte zu einer signifikanten Signalverstärkung 
bei MRT-Bildern 42. Auch computertomographische Untersuchungen können zur 
Charakterisierung von arteriosklerotischen Plaques verwendet werden, da beispielsweise in 
der Plaque enthaltenes Kalzium einen hellen Kontrast zeigt 43. Aber auch bei der CT werden 
Kontrastmittel eingesetzt und deren Aufnahmefähigkeit durch Makrophagen, zur 
Lokalisierung der Plaques genutzt. Es wurden z.B. mit einem jodierten Aroyloxy-Ester 
modifizierte Polymer-Nanopartikel bei Kaninchen getestet 44. MRT und CT zählen jedoch zu 
den teuersten Untersuchungsmethoden. 
Eine weitere nichtinvasive und gleichzeitig sehr kostengünstige Methode zur Darstellung und 
Charakterisierung von Plaques ist Ultraschall. Hierbei kann zwischen weichem Gewebe und 
verkalktem Gewebe unterschieden werden, da unterschiedliche Gewebezusammensetzungen 
auch unterschiedliche Rückstreueigenschaften aufweisen 45. Es wird auch intravaskulärer 
Ultraschall (IVUS) eingesetzt, welcher jedoch eine invasive Methode darstellt. Auch beim 
IVUS können verschiedene Plaque-Stadien anhand unterschiedlicher Rückstreuung 
unterschieden werden 46. Sowohl bei der nichtinvasiven Ultraschalluntersuchung als auch 
beim IVUS können zur Verbesserung der Unterscheidung verschiedener Plaque-Stadien 
Kontrastmittel eingesetzt werden. Diese sind meist 1 – 8 µm große Gas-Bläschen mit 
Lipid  17- , Protein 47- oder Polymer 48-Hülle, die sehr gute Kontrastverstärkung aufweisen und 
zusätzlich passiv von Macrophagen in den Plaques aufgenommen 49 werden oder auch aktiv 
modifiziert sein können 50, 51, um bestimmte Zielstrukturen von Plaques aufzuspüren. 
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2. METHODEN 
 
2.1 HERSTELLUNG UND PHYSIKOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG VON NANOSKALIGEN 
ULTRASCHALLKONTRASTMITTELN UND POLYMER-NANOPARTIKELN 
 
2.1.1 HERSTELLUNG 
 
2.1.1.1 Nanoskalige Ultraschallkontrastmittel 
Die zur Herstellung der liposomalen Ultraschallkontrastmittel verwendeten Lipide waren 
Cholesterol (CH) (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), 1,2-Dipalmitoyl-
sn-Glycero-3-Phosphocholin (DPPC) (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland) und 1,2-
Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DSPC) (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, 
Deutschland), sowie das Tensid Polyethylenglykol-(40)-Stearat (PEG40S) (Sigma–Aldrich 
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in den molaren Verhältnissen DPPC/CH 
70:30 mol%, DPPC/PEG40S 98:2 mol% und DSPC/PEG40S 98:2 mol%. Die Herstellung 
von Stammlösungen mit einer Konzentration von 10 mg/ml der genannten Lipide geschah 
durch Lösen der Lipide in einem Gemisch aus Chloroform/Methanol 2:1 (Beide HPLC 
Qualität; Fisher Scientific, Loughborough, UK). Von diesen Stammlösungen wurden 
entsprechende Mengen entnommen, um eine Gesamt-Lipid-Konzentration von 5 oder 
10 mg/ml zu erzielen, und in einem Rundkolben gemischt. Beim Abrotieren des 
Lösungsmittels bei 40 °C unter Vakuum (Heidolph Laborota 4000 efficient, Heidolph 
Instruments, Schwabach, Deutschland) entstand ein dünner Lipidfilm an der Gefäßwand des 
Rundkolbens. Dieser Film wurde mit 1 ml Phosphatpuffer pH 7,4 (0,15 mol/l) gelöst und 
durch starkes Schütteln Filmreste entfernt. Anschließend erfolgte die Beschallung der 
Lipidmischungen in einem Ultraschall-Wasserbad (Bandelin Sonorex RK 100H, Bandelin 
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electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) bei 55 °C (DPPC/CH- und 
DPPC/PEG40S-Mischung) bzw. bei 65 °C (DSPC/PEG40S-Mischung) für 20 Sekunden. 
Nachdem die Lipidmischungen eine Stunde bei den oben genannten Temperaturen inkubiert 
wurden (ohne Beschallung), erfolgte eine erneute Beschallung der Suspensionen für weitere 
zwei Minuten. 
Eine Variante zur Weiterbehandlung nach dem Inkubieren, war eine dreiminütige 
Beschallung im warmen Ultraschallbad, gefolgt von der Beschallung mit einem 
Ultraschallstab (Bandelin Sonoplus HD 3100, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 
Deutschland) (Sonotrode: MS72), für 30 Sekunden, bei maximaler Amplitude, mit 
Ultraschallpulsen (20%, d.h. während einer Sekunde wurde 0,2 Sekunden lang Schall 
abgegeben, und 0,8 Sekunden wurde kein Ultraschall abgegeben) dicht an der 
Flüssigkeitsoberfläche. Die Kolben wurden sofort in einem Becherglas, gefüllt mit Wasser 
(Raumtemperatur), abgekühlt. 
Eine andere Variante war die anschließende Gefriertrocknung der Suspensionen (s. Kapitel 
2.3.3). 
Die Lagerung der Suspensionen bzw. Lyophilisate erfolgte bei 4 °C im Kühlschrank. 
 
2.1.1.2 Polymer-Nanopartikel 
Zur Herstellung der Nanopartikel wurde Resomer 504H (Poly(D,L-Lactid-co-Glykolid) 
(PLGA)) (Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, Deutschland) verwendet. Die Herstellung der 
Partikel geschah mit der Aussalzmethode (salting-out method) 29. Bei dieser Methode mussten 
zunächst zwei Lösungen hergestellt werden. Die erste Lösung war wässrig und gelartig, 
bestehend aus dem wasserlöslichen Polymer Polyvinylalkohol (PVA) (Mowiol 4-88, Ter-Hell 
& Co GmbH, Hamburg, Deutschland) und einer hohen Menge Salz 
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(Magnesiumchloridhexahydrat MgCl2x6H2O, Merck, Darmstadt, Deutschland), gelöst in 
doppelt destilliertem Wasser. Die zweite Lösung war organisch und enthielt das Polymer 
PLGA gelöst in einem mit Wasser mischbaren Lösungsmittel (Aceton). Unter 
kontinuierlichem Rühren mit einem Ultra-Turrax ® (IKA Ultra-Turrax ® T25 digital mit 
einem S25N–8G Dispergierwerkzeug, IKA, Staufen, Deutschland) wurde nun die wässrige, 
gelartige Lösung zur organischen Lösung gegeben. Dabei entstand zu Beginn, wenn noch 
wenig der wässrigen Lösung in der organischen Lösung vorhanden war, eine Wasser-in-Öl 
Emulsion (W/O) aufgrund des Aussalzeffektes, d.h. die hohe Salzkonzentration verhinderte 
eine Mischung des Acetons mit dem Wasser, obwohl Aceton in jedem Verhältnis mit Wasser 
mischbar ist 52. Die weitere Zugabe der wässrigen Lösung führte zu einer Phasenumwandlung 
und eine Öl-in-Wasser Emulsion (O/W) entstand. Anschließend wurde eine ausreichende 
Menge reinen, doppelt destillierten Wassers zu der O/W-Emulsion gegeben, ebenfalls unter 
Rühren, was die Diffusion des organischen Lösungsmittels in die Wasserphase erlaubte, da 
die Salzkonzentration so weit sank, dass Aceton in die wässrige Phase diffundieren konnte, 
was schließlich zur Bildung der Nanopartikel führte. Zum Schluss wurden die Nanopartikel 
durch Zentrifugieren gewaschen, der Überstand verworfen und die Nanopartikel in doppelt 
destilliertem Wasser resuspendiert. 
Bei den vorliegenden Nanopartikeln bestand die wässrige Phase aus 3 % (w/w) PVA und 
61 % (w/w) MgCl2x6H2O, gelöst in doppelt destilliertem Wasser, und die organische Phase 
bestand aus 2,5 % (w/v) PLGA, gelöst in Aceton (Acros Organics, Geel, Belgien). Das 
Verhältnis von wässriger zu organischer Phase betrug 1:2. Die Rührgeschwindigkeit des 
Dispergier-Werkzeugs wurde auf 12000, 16000, 20000 oder 24000 rpm (Umdrehungen pro 
Minute) eingestellt und zwei Minuten konstant gehalten. Die Rührgeschwindigkeit diente 
dazu, die Größe der Emulsionstropfen zu kontrollieren, welche in Zusammenhang mit der 
späteren Nanopartikelgröße steht 53. Nach der Zugabe von 2 ml reinem Wasser, wurde die 
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Emulsion ein weiteres Mal zwei Minuten lang gerührt, um die Nanopartikel zu bilden. 
Viermaliges Zentrifugieren (Hettich Mikro 120, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 
Tuttlingen, Deutschland) der Nanopartikel-Suspension für je 15 Minuten, bei 14000 rpm, und 
waschen mit doppelt destilliertem Wasser entfernte PVA, MgCl2x6H2O und Aceton. Die 
Lagerung der Nanopartikel erfolgte bei Raumtemperatur. 
 
2.1.2 ANTIKÖRPER-KOPPLUNG 
Damit die Antifibrin-Antikörper (Abcam, Cambridge, UK) für das Plaque-Targeting an die 
Kontrastmittel gebunden werden konnten, mussten Ankerlipide, auch Linkerlipide genannt, in 
die Lipid-Mischungen eingebracht werden. Für diese Experimente wurden die Ankerlipide 
1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-[Cyanur-(Polyethylenglycol)2000] 
(DSPE-PEG2000-CC) (Otto Nordwald GmbH, Hamburg, Deutschland) und 1,2-Dipalmitoyl-
sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-(Cyanur) (DPPE-CC) (Synthetisiert in unserem Labor 
nach Bendas et al. 54) in Kombination mit 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin 
(DSPC) (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland) und Polyethylenglycol-(40)-Stearat 
(PEG40S) (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) verwendet. Die 
Substanzen wurden in den Verhältnissen DSPC/PEG40S/DPPE-CC 91:9:10 mol% und 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC 91:9:10 mol% gemischt.  
Die Herstellung der liposomalen Ultraschallkontrastmittel erfolgte zunächst, wie im 
vorherigen Kapitel beschrieben. Von vorbereiteten Stammlösungen (10 mg/ml) wurden 
entsprechende Mengen entnommen, um eine Gesamt-Lipid-Konzentration von 5 mg/ml zu 
erzielen, und in einem Rundkolben gemischt. Beim Abrotieren des Lösungsmittels bei 40 °C 
unter Vakuum entstand ein dünner Lipidfilm an der Gefäßwand des Rundkolbens. Dieser 
Film wurde mit 1 ml Boratpuffer pH 8,8 (0,1 M) gelöst und unter starkem Schütteln Filmreste 
entfernt, gefolgt von der Beschallung der Lipidmischungen in einem Ultraschall-Wasserbad 
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(Bandelin Sonorex RK 100H, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) bei 
65 °C für 20 Sekunden. Nach einer einstündigen Inkubation der Lipidmischungen, bei der 
oben genannten Temperatur (ohne Beschallung), erfolgte eine weitere dreiminütige 
Beschallung der Suspensionen, um mögliche Aggregate zu lösen. Zum Schluss wurden die 
Lipidmischungen mit einem Ultraschallstab (Bandelin Sonoplus HD 3100, Bandelin 
electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) (Sonotrode: MS72) 30 Sekunden lang bei 
maximaler Amplitude mit Ultraschallpulsen (20 %) dicht an der Flüssigkeitsoberfläche 
beschallt und die Kolben sofort in einem Becherglas, gefüllt mit Wasser (Raumtemperatur), 
abgekühlt. 
Die Ankerlipide DPPE-CC und DSPE-PEG2000-CC erlaubten eine Antikörper-Kopplung, 
ohne dass vorherige Aktivierungsschritte der Lipide oder des Antikörpers nötig waren 55, 56. 
Monoklonale Antifibrin-Antikörper wurden in Boratpuffer pH 8,8 gegeben, zu den Lipid-
Suspensionen in einem molaren Verhältnis 4000:1 (Ankerlipid:Antikörper) hinzugefügt und 
über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Bei diesem molaren Verhältnis ging man davon 
aus, dass der Antikörper komplett mit den Linkerlipiden reagiert. 
Cyanurchlorid besitzt drei funktionelle Bereiche und verknüpfte die Antikörper mittels 
nukleophiler Substitution im basischen pH-Bereich 54. Die nukleophile Substitution der 
Chloratome, mit primären oder sekundären Aminen, in Gegenwart eines Salzsäure-Akzeptors 
(organische oder anorganische Base), kann durch die Temperatur kontrolliert werden und 
läuft innerhalb desselben Reaktionsgefäßes ab. Die erste Substitution an Cyanurchlorid erfolgt 
innerhalb von Minuten bei 0 °C, während die zweite Substitution innerhalb von 12 -
 24 Stunden bei Raumtemperatur auftritt und die dritte und letzte Substitution tritt 
typischerweise innerhalb 12-24 Stunden auf, benötigt aber Temperaturen über 60 °C 57. 
Bendas et al. 54 nutzten diese Eigenschaften von Cyanurchlorid und inkubierten monoklonale 
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Antikörper in Boratpuffer mit pH 8,8 über Nacht bei Raumtemperatur. Dabei knüpfte der 
Antikörper an das zweite Chloridatom, während das dritte frei blieb 56. 
Es gibt eine Vielzahl weiterer Möglichkeiten, Antikörper an die Oberfläche von Liposomen 
zu binden. Mit der oben erwähnten Cyanurchlorid-Gruppe oder einer Glutaryl-Gruppe können 
Antikörper direkt, ohne vorherige Aktivierung, an Liposomen gebunden werden. Bei anderen 
Verknüpfungsformen, müssen die Antikörper oder die Linkerlipide (Ankerlipide) vorher 
beispielsweise über Thiol-Gruppen aktiviert werden, oder die Linkerlipide müssen mit 
Carbonyl-Gruppen modifiziert werden, um mit der Amin-Gruppe des Antikörpers zu 
reagieren. Es gibt noch viele weitere Möglichkeiten, die im Review von Manjappa et al. 
ausführlich beschrieben sind 56. 
Die Antifibrin-Antikörper wurden nach der Methode von Bendas et al. 54 an die Liposomen 
kovalent, über amin-reaktive Cyanurgruppen, entweder direkt an die Oberfläche der 
Liposomen, mit Cyanurchlorid-aktiviertem DPPE (DPPE-CC) (s.a. Abbildung 6), oder weiter 
von der Oberfläche entfernt, an die distalen Enden von PEG-Spacern, mit aktivierten Cyanur-
PEG-DSPE (DSPE-PEG2000-CC) (s.a. Abbildung 7), gebunden. Dies ist in Abbildung 8 
schematisch dargestellt. 
Ein Teil der Suspensionen wurde entnommen und gefriergetrocknet und der andere Teil 
unverändert weiter verwendet. Die Lagerung der Suspensionen (gefriergetrocknet und nicht 
gefriergetrocknet) erfolgte bei 4 °C im Kühlschrank. 
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Abbildung 6: DPPE-CC 
(Quelle: 
http://www.avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1967&Itemid=183&catnumber=8702
87) 
 
 
Abbildung 7: DSPE-PEG2000-CC 
(Quelle: 
http://www.avantilipids.com/index.php?option=com_content&view=article&id=1961&Itemid=153&catnumber=8801
22) 
 
 
Abbildung 8: Antikörper entw eder direkt an die Liposomen-Oberfläche gekoppelt 
(links) oder via Spacer etwas weiter weg von der Oberfläche (rechts). 
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2.1.3 GRÖßE UND ZETAPOTENTIAL 
Die Größe und das Zetapotential der verschiedenen Formulierungen wurden mithilfe eines 
Zetasizer von Malvern (Nano ZS, Herrenberg, Deutschland) ermittelt. 
Das bei der Größenmessung mit dem Zetasizer zugrunde liegende Messverfahren ist die 
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS). Dabei handelt es sich um ein dynamisches 
Streulichtverfahren, mit dem Teilchen im Bereich von ca. 5 nm bis ca. 5 µm detektiert werden 
können. Die Intensität der gestreuten Lichtstrahlen wird winkelabhängig erfasst. In der Regel 
wird das Streulicht in einem Winkel von 90° gemessen. Beim Zetasizer Nano ZS wird jedoch 
ein Winkel von 173 °C verwendet. Die Blende für den Laser und die Messposition werden 
automatisch von der Malvern Software eingestellt. Die Lichtquelle stellt ein 10 mW He-Ne-
Laser, mit einer Wellenlänge von 633 nm, dar. Die Teilchen unterliegen der Brownschen 
Molekularbewegung, was zu zeitabhängigen Schwankungen in der gemessenen Intensität des 
Streulichts führt. Die zeitlichen Änderungen der Intensität sind somit größenabhängig, da 
kleinere Teilchen eine höhere Diffusionsgeschwindigkeit aufweisen als größere. Anhand einer 
Autokorrelationsfunktion kann anschließend die mittlere Teilchengröße bestimmt werden. Als 
Messergebnis kann man, neben dem mittleren Teilchendurchmesser und dem 
Polydispersitätsindex (Pdi) auch eine Teilchengrößenverteilung berechnen lassen. Ein Pdi von 
< 0,2 zeigt eine monomodale Verteilung an, ein Pdi von 0,2 bis 0,5 zeigt eine multimodale 
Verteilung an 58. Die Ergebnisse jeder Probe wurden als Z-Ave (ein vom Gerät ermittelter 
Durchschnittswert) dargestellt, ermittelt aus je dreimal mindestens zehn Messungen. Die 
Messwerte wurden aus mindestens drei unabhängigen Proben berechnet und die Mittelwerte ± 
Standardabweichung angegeben. 
Bei einem Pdi, der größer als 0,5 ist, ist es eigentlich nicht sinnvoll die Partikelgröße als Z-
Ave anzugeben, da dieser hierbei nicht der tatsächlichen Partikelgröße entspricht. Der Z-Ave 
wird vom Messgerät aus der Intensität der Lichtstreuung errechnet. Bei einem zu großen Pdi, 
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wie er auch bei den liposomalen Formulierungen vorlag, sollte man sich die einzelnen Peaks 
genauer ansehen 59. Dennoch sind im Folgenden alle Größen als Z-Ave angegeben, da die 
Auswertung von einzelnen Peaks ebenfalls nicht eindeutig möglich war. 
Das bei der Messung des Zetapotentials zugrunde liegende Messverfahren ist die Laser-
Doppler-Anemometrie (LDA). Bei diesem Verfahren wird die elektrophoretische 
Beweglichkeit der Teilchen bei einem Streuwinkel des Lasers von 17° gemessen. Dieser 
Streuwinkel verursacht eine schwankende Signalstärke, wobei die Schwankung proportional 
zur Geschwindigkeit der Partikel ist. Ein digitaler Signalprozessor extrahiert die 
charakteristischen Frequenzen aus dem Streulicht 59. Jede Probe wurde dreimal mit je zehn 
Läufen gemessen. Die Messwerte wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung von 
mindestens drei unabhängigen Proben angegeben. 
 
Ultraschallkontrastmittel: 
10 µl der liposomalen Formulierung wurden mit 990 µl doppelt destilliertem Wasser 
verdünnt, in eine spezielle Plastik-Küvette gefüllt und vermessen. 
Polymer-NPs: 
Die Nanopartikelsuspension wurden vor den Messungen 1:10 mit doppelt destilliertem 
Wasser verdünnt und in eine spezielle Plastik-Küvette gefüllt und vermessen. 
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2.1.4 MORPHOLOGIE 
 
2.1.4.1 Rasterkraftmikroskopie 
Das Rasterkraftmikroskop (AFM (atomic force microscope)) wird i.d.R. dazu genutzt, die 
Topografie einer Probe unter Normalbedingungen oder in Flüssigkeit darzustellen. Eine feine, 
an einem Cantilever befestigte Spitze (Kurvaturradius 10 nm) tastet die Oberfläche ab und aus 
der Verbiegung dieses Cantilevers, welche mit einem Laser erfasst wird, wird ein Bild der 
Oberfläche erzeugt. Dabei ist es möglich auch sehr weiche Materialien zu untersuchen, da nur 
äußerst geringe Kräfte auf die Probe ausgeübt werden 60, 61. 
Bei den Untersuchungen mit dem Rasterkraftmikroskop wurden 20 µl der Probe auf einen 
Silicon-Chip gegeben und trocknen lassen. Die Messungen erfolgten mit einem Vibrations-
gedämpften Nanoscope IV Bioscope (Veeco Instruments, Mannheim, Deutschland) und 
kommerziell erhältlichen, pyramidalen Si3N4-Spitzen (NSC16/AlBS, MikroMasch, Estland) 
auf einem Cantilever (Länge 230 µm, Resonanzfrequenz 170 kHz und nominale 
Kraftkonstante 40 N/m). Die Verwendung des tapping modeTM ermöglichte es, 
Beschädigungen der Probe minimal zu halten. Die Messgeschwindigkeit wurde proportional 
zur Größe des Messbereichs gewählt und die Frequenz lag zwischen 0,5 und 1,5 Hz. Die 
bildliche Darstellung der Ergebnisse erfolgte im Amplituden- bzw. im Höhen-Modus, wobei 
die jeweiligen Signale gleichzeitig aufgenommen wurden. Die Bestimmung der 
Partikeldurchmesser (± Standardabweichung) erfolgte durch Vermessung von je 40 einzelnen 
Partikeln auf einer Fläche von 5 x 5 µm mit fünf verschiedenen Proben.  
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2.1.4.2 Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie 
Ein Transmissionselektronenmikroskop (TEM) könnte man als ein umgekehrtes 
Lichtmikroskop bezeichnen, bei dem die Probe von einem Elektronenstrahl beleuchtet wird. 
Am oberen Ende der Mikroskop-Säule befindet sich eine Elektronenkanone – ein System von 
elektromagnetischen Linsen fokussiert den Elektronenstrahl auf die Probe. Übertragene 
Elektronen werden auf einen Bildschirm oder ein fotografisches oder digitales Aufnahmegerät 
projiziert. Diese Messung muss unter Vakuum durchgeführt werden, da beispielsweise 
Gasmoleküle die Elektronen leicht ablenken. Es können nur sehr dünne Probenschnitte 
untersucht werden, da Elektronen Materie nur schlecht durchdringen. Bei der Cryo-
Transmissionselektronenmikroskopie (Cryo-TEM) wird die Probe zusätzlich im 
tiefgefrorenen Zustand bildlich dargestellt 62. 
Für die Untersuchungen im Cryo-TEM wurden die Proben unverdünnt verwendet. Die 
Vorbereitung von speziellen Probenhaltern (Quantifoil® S7/2 Cu 400 mesh, holy carbon film 
grids (Quantifoil Micro Tools GmbH, Jena, Deutschland)) erfolgte entsprechend einer 
Standardvorschrift 63. Nach dem aufgeben eines Tropfens der Probe auf das Grid, wurde der 
größte Teil der Flüssigkeit mit einem Filterpapier entfernt. Dabei blieb ein dünner Film 
zurück, der sich über die Vertiefungen spannte. Durch Eintauchen in flüssiges Ethan wurden 
die Proben schockgefroren und anschließend mit flüssigem Stickstoff auf 90 K abgekühlt. 
Anschließend wurden die Proben, wie oben beschrieben 64, auf das Mikroskop (Leo 912 Ω-
Omega, Leo Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen, Deutschland) übertragen und bei 
annähernd 100 K untersucht. 
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2.1.4.3 Phosphat-31-Kernspinresonanzspektroskopie 
Bei der Aufnahme eines Kernspinresonanzspektrums (NMR-Spektrum), wird in einem 
Hochfrequenzgenerator elektromagnetische Strahlung konstanter Frequenz erzeugt und die 
Feldstärke des äußeren Feldes kontinuierlich geändert bis Resonanz erfolgt. Der 
Energieverlust durch die Resonanz wird als Absorptionspeak registriert. Die wichtigsten 
Kerne für die NMR-Spektroskopie sind 1H, 19F, 31P, 13C, 15N, 29Si, 14N, und 14B 65. Phosphor-
31 zeigt scharfe NMR-Signale, die einen Bereich von 700 ppm abdecken. Die 
Resonanzfrequenz des 31P-Kerns beträgt 81,0 MHz bei 4,7 T 66. 
Phosphat-31-Kernspinresonanzspektroskop-Untersuchungen (31P-NMR (phosphorus-31 
nuclear magnetic resonance spectroskopy)) wurden in D2O bei 50 ppm Spektralbreite und 
einer Resonanzfrequenz von 202,47 MHz (11,7 T) mit einem JEOL ECA-500 Spektrometer 
(JEOL GmbH, Eching, Deutschland) durchgeführt und je 1000 Messungen, bei Verwendung 
von 4,5 µs Pulsen, gesammelt. Vor der Fourier-Transformation (Umwandlung der Signale in 
ein Spektrum) wurde eine Linienverbreiterung von 30 Hz durchgeführt. Alle Messungen 
erfolgten bei Raumtemperatur (25 °C). 
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2.2ULTRASCHALLAKTIVITÄT 
 
2.2.1 AUFBAU DES FLUSSMODELLS 
 
 
Abbildung 9: Flussmodell. Links: Foto des tatsächlichen Aufbaus; rechts: Schematische 
Zeichnung. 
 
Um die Ultraschallkontrastverstärkung der hergestellten liposomalen Formulierungen 
ermitteln zu können, wurde ein in vitro Flussmodell, nach dem Vorbild eines Testobjektes, 
zur apparativen Qualitätssicherung bei Ultraschall-Doppler-Geräten, aufgebaut 67 (s.a. 
Abbildung 9). Der für die Messungen entscheidende Teil, in diesem Modell, war der mit 
Agar-Gel gefüllte Becher. Das Gel bestand aus 3 % Agar, 85,5 % doppelt destilliertem 
Wasser, 11 % Glycerol und 0,5 % Natriumazid als Biozid. In das Gel war ein sogenannter C-
Flex ® Schlauch (Cole Parmer Inc., Illinois, USA) in einem Winkel von 30 °C eingebettet. 
Das Agar-Gel wies sehr ähnliche Ultraschalleigenschaften wie menschliches Gewebe auf und 
der spezielle Schlauch war vergleichbar mit Blutgefäßen. Eine Rollerpumpe stellte einen 
konstanten Fluss des Mediums her und der Druck konnte auf einen mittleren Druck von 
120/80 mmHg eingestellt und mit Hilfe des Manometers auch überprüft werden. Als Medium 
wurde ein Tris-Albumin-Puffer (0,15 mol/L Natriumchlorid, 0,002 mol/L 2-Amino-2-
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Hydroxymethylprpan-1,3-diol-hydrochlorid (Tris-HCL) und 0,1 % Bovines Serum Albumin 
(BSA)) mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Der Puffer durchlief das Schlauchsystem mit 
einer Temperatur von 37 °C, welche mit Hilfe eines Wasserbades eingestellt wurde. Im 
Reservoir befanden sich 150 ml Puffer, im gesamten Schlauchsystem 50 ml, was einem 
Gesamtvolumen von 200 ml entsprach. 
Die Vermessung von gleichen Mengen der neuen liposomalen Ultraschallkontrastmittel und 
dem käuflichen SonoVue ®, erlaubte einen Vergleich der Kontrastintensitäten zwischen den 
neuen, nanoskaligen Formulierungen mit der bereits bekannten Formulierung, die 
Mikrobläschen enthält. 
 
2.2.2 MESSUNG DES ULTRASCHALLKONTRASTES 
Die Bestimmung des Ultraschallkontrastes geschah mit einem Ultraschallgerät (SONOLINE 
Elegra, Siemens, Erlangen, Germany), welches mit einem 2,5 MHz Phased Array Schallkopf 
bestückt war. Der Schallkopf wurde auf der Agar-Gel-Oberfläche des Flussmodells platziert 
und der Schallstrahl auf den C-Flex ® Schlauch gerichtet. Der Schallkopf besaß eine axiale 
Auflösung von 0,7 mm. Die laterale Auflösung hängt von der Breite des Ultraschallstrahls ab 
und lag näherungsweise bei 3 mm. Die Eindringtiefe wurde auf 10 cm eingestellt, der 
Dynamische Bereich war 40 dB und die Ultraschallfrequenz lag bei 1,4 Mhz. Der 
Mechanische Index war 0,4, um eine nichtlineare Schwingung der Bläschen und damit eine 
harmonische Schwingung der Fundamentalfrequenz in den Formulierungen zu erreichen. Mit 
Hilfe der phasenumgekehrten, harmonischen Bildgebung konnten die harmonischen 
Frequenzen empfangen werden. In Zeitabständen von 0,5 Sekunden wurden Ultraschallbilder 
aufgenommen. Das Probenvolumen betrug 200 µl. 
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2.2.3 AUSWERTUNG DER ULTRASCHALLBILDER 
Die Speicherung der vom Ultraschallgerät aufgezeichneten Bilder erfolgte auf einer 
magnetooptischen Diskette (MO-Disc (magneto optical disc)) als 8-Bit-Graustufen-Bilder in 
einem DICOM-Format.  
Die Kontrastintensitäten wurden als mittlere Grauwerte mit der Software ImageJ 1.42q 
(National Institute of Health, Bethesda (Maryland), USA) berechnet. Dabei erzeugte eine 
Makro in jedem Bild das gleiche Rechteck (region of interest (ROI)), von dessen Fläche die 
Software den mittleren Grauwert ermittelte. Eine Umrechnung in Prozent bezogen auf den 
mittleren Grauwert von SonoVue®, welcher 100% entspricht, ermöglichte den Vergleich der 
Kontrastintensitäten der verschiedenen Formulierungen. Für jede liposomale Formulierung 
wurden 10 bis 20 Bilder analysiert. Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten der 
Grauwerte ± Standardabweichung von mindestens drei unabhängigen Proben. 
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2.3 VERBESSERUNGEN DES ULTRASCHALLKONTRASTES 
Nachdem schon gleich zu Beginn Lipidmischungen gefunden worden waren, die eine sehr 
starke Ultraschallkontrastverstärkung zeigten, wurden weitere Experimente durchgeführt, um 
heraus zu finden, ob andere Lipidmischungen oder auch Variationen bei der Herstellung einen 
weiteren positiven Einfluss auf die Ultraschallkontrastverstärkung haben können. 
 
2.3.1 VARIATION DER LIPIDZUSAMMENSETZUNG 
Die bisher verwendeten Lipide waren DPPC und DSPC. Dies sind Phosphatidylcholine mit 
16 bzw. 18 C–Atomen in den Ketten. DMPC (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin) 
mit 14 C–Atomen, sollte als weiteres Phosphatidylcholin in Kombination mit PEG40S 
getestet werden. 
Um weitere „Dipalmitoyle“ zu untersuchen, wurde neben DPPC noch DPPE (1,2-
Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin) und DPPG (1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
phospho-(1'-rac-Glycerol) in Kombination mit PEG40S getestet. 
DOTAP (1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan), als kationisches Lipid, wurde in 
Kombination mit PEG40S untersucht, sowie eine Beimischung von DPPE zu DPPC/PEG40S 
und DSPC/PEG40S. 
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2.3.2 VARIATION DER HERSTELLUNGSMETHODE 
 
 
Abbildung 10: Variation bei der Herstellung . (A) Ultraschallbad, (B) Ultraschallstab. 
 
Um den Einfluss der Herstellungsmethode auf die Ultraschallkontrastverstärkung zu 
untersuchen, erfolgten Experimente mit Ultraschallbad und Ultraschallstab. 
Die Herstellung der Lipidmischungen verlief zunächst wie in Kapitel 2.1.1.1 beschrieben. 
Nach der einstündigen Inkubation der Mischungen bei 65 °C im Ultraschallwasserbad, 
erfolgte eine Beschallung entweder (A) mit dem Ultraschallbad bei 65 °C für 1, 2, 3, 4 oder 5 
Minuten oder (B) bei 65 °C mit dem Ultraschallstab für drei Minuten nahe am Boden des 
Kolbens mit 10, 30 oder 50 % Amplitude und konstantem Ultraschall (1) und anschließend 
für 10, 20, 30 oder 40 Sekunden bei 30, 60 oder 97 % Amplitude (97 % Amplitude ist die 
maximal zulässige Amplitude bei der MS72-Spitze) und mit Ultraschallpulsen (20 %) nahe an 
der Flüssigkeitsoberfläche (2) (s.a. Abbildung 10). 
Davon wurde jeweils ein Teil entnommen und lyophilisiert, und der andere Teil unverändert 
vermessen. 
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2.3.3 GEFRIERTROCKNEN 
Um den Einfluss des Gefriertrocknens auf den Ultraschallkontrast zu untersuchen, wurde von 
jeder Formulierung eine bestimmte Menge entnommen und gefriergetrocknet. Bei den 
DPPC/CH-Mischungen schützte ein Cryoprotektor (0,2 M Lösung von Mannitol (1:1) oder 
mit 5 % PEG4000) die Formulierungen während des Gefriertrocknens. Bei den PEG40S-
haltigen Formulierungen war eine solche Schutzsubstanz nicht nötig, weil die enthaltenen 
PEG-Ketten bereits ausreichenden Schutz bieten sollten, ähnlich wie in der bekannten 
Schutzsubstanz PEG4000. 
Anschließend wurden Größe und Zetapotential sowie der Ultraschallkontrast bestimmt. 
 
2.3.4 MESSUNG DES ULTRASCHALLKONTRASTES 
Die Ultraschallmessung erfolgte mit einem eZono 3000 (eZono AG, Jena Deutschland), 
welches mit einer 3,5 MHz Konvex Sonde bestückt war. Der Schallkopf wurde auf der Agar-
Gel-Oberfläche des Flussmodells platziert und der Schallstrahl auf den C-Flex ® Schlauch 
gerichtet. Bei den zur Messung vorliegenden Einstellungen betrug der MI 0,7, die axiale 
Auflösung ~0,5 mm und die laterale Auflösung ~3 mm. Die Eindringtiefe war 9 cm und die 
verwendete Ultraschallfrequenz 2,85 MHz. Aus den aufgezeichneten Videos wurden je zehn 
Bilder im PNG-Format abgespeichert. Das Probenvolumen betrug 100 µl. Die Größe des 
Reservoirs betrug 100 ml. 
 
2.3.5 AUSWERTUNG DER ULTRASCHALLBILDER 
Die Auswertung der Ultraschallbilder erfolgte wie in Kapitel 2.2.4 mit der Software ImageJ 
1.42q (National Institute of Health, Bethesda (Maryland), USA) und einer Makro, die in 
jedem Bild das gleiche ROI erzeugte. Eine Umrechnung in Prozent bezogen auf den mittleren 
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Grauwert von SonoVue®, welcher 100% entspricht, ermöglichte den Vergleich der 
Kontrastintensitäten der verschiedenen Formulierungen. Für jede liposomale Formulierung 
wurden zehn Bilder analysiert. Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten der 
Grauwerte ± Standardabweichung von mindestens drei unabhängigen Proben. 
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2.4 MESSUNG ELASTISCHER EIGENSCHAFTEN AM BEISPIEL VON POLYMER-
NANOPARTIKELN 
Es sollten die elastischen Eigenschaften der liposomalen Formulierungen untersucht werden, 
um festzustellen, ob diese an der Entstehung des Ultraschallkontrastes beteiligt sind. Als 
Modell zur Validierung dieses Experiments wurden zunächst Polymer-Nanopartikel 
hergestellt und deren elastischen Eigenschaften mit dem Rasterkraftmikroskop vermessen und 
ausgewertet. 
 
2.4.1 GRUNDLAGEN ZUM RASTERKRAFTMIKROSKOP UND KRAFTMESSUNGEN 
Das Rasterkraftmikroskop (AFM) ist gut dazu geeignet, auch sehr weiche Materialien 
abzubilden, da kleinste Kräfte, bis in den Pico-Newton (pN) Bereich, angelegt werden 
können 60. Zusätzlich bietet das Gerät die Möglichkeit mechanische Eigenschaften von 
Nanomaterialien, wie PLGA Nanopartikeln, zu bestimmen. Anhand von Kraft-Distanz-
Kurven kann das Young Modul, E, des Materials ermittelt werden. Das Young Modul, oder 
auch Elastizitätsmodul, ist eine Konstante für ein vorliegendes Material und stellt die 
mechanische Belastbarkeit eines Materials während Dehnung oder Stauchung dar. Das Young 
Modul ist dabei unabhängig von der Art der Deformierung 68, 69.  
Die Berechnung des Young Moduls erfolgt mit dem Hertz Model von Sneddon 70. Hertz 
veröffentlichte 1881 die grundlegenden Prinzipien der Berührung fester, elastischer Körper 
und beschrieb analytisch die elastische Verformung beim Zusammenstoß zweier homogener, 
kugelförmiger Oberflächen 71. Sneddon erweiterte dieses Modell auf andere geometrische 
Formen, wie beispielsweise das Eindrücken eines Konus oder eines Paraboloids in einen 
elastischen Halbraum 72.  
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Die Kraftkurven, die mit dem AFM dargestellt werden, sind zunächst Grafen, in denen die 
Spannung, die an den Piezo angelegt wird, gegen die Spannung, die an der Diode ankommt, 
die wiederum die Cantilever Verbiegung anzeigt, aufgetragen wird. Um diese in die besser 
bekannten Kraft-Distanz-Kurven umzuwandeln, werden vor den Messungen Kalibrierungen 
des Cantilevers durchgeführt. Die „deflection sensitivity“ wandelt die Spannung in die 
Cantilever Verbiegung um und die Federkonstante des Cantilevers wird umgewandelt in die 
angelegte Kraft 73. Die Eindrücktiefe sollte maximal 10 % der Materialdicke betragen, um 
Substrat-Einflüsse zu vermeiden 70, 73. 
Für die Kraftmessungen wurden kommerzielle Cantilever benutzt (CSC37/noAl, 
MikroMasch, Tallinn, Estland). Der Silikon-Chip der CSC37-Serie beinhaltet drei rechteckige 
Cantilever (A, B und C), die sich in Länge, Resonanzfrequenz und Kraftkonstante 
unterscheiden. Für die folgenden Messungen wurde der Cantilever B mit einer Länge von 
350-5 µm, einer Breite von 35 ± 3 µm, einer typischen Dicke von 2 µm, einer 
Resonanzfrequenz von 21 kHz (17 – 24 kHz) und einer Kraftkonstante von 0,3 N/m 
(0,1-0,4 N/m) ausgewählt (s. Herstellerangaben). Laut Herstellerangaben lag der Radius der 
Kurvatur bei weniger als 10 nm und der Konuswinkel der Spitze war kleiner als 30°. Um die 
tatsächliche Federkonstante des Cantilevers zu bestimmen, musste dieser auf einer 
Glasoberfläche an Luft mit dem geräteeigenen „calibration manager“ kalibriert werden. Dies 
ist wichtig, da die Federkonstante Teil der Berechnungen des Elastizitätsmoduls der 
Nanopartikel ist. 
Mit Hilfe solcher Nanoeindrückexperimente können wertvolle Informationen über lokale 
Materialeigenschaften, wie Elastizität, Härte, Adhäsion und Oberflächenladungsdichte 
ermittelt werden 70. 
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Abbildung 11: Typische Kraftkurve eine r Kraftmessung mit dem AFM. Links: 
schematische Darstellung der Annäherung d er AFM-Spitze an einen Partikel. Rechts: 
Kraftkurve gemessen auf einem Nanopartikel. 
 
In Abbildung 11 ist eine Kraftkurve exemplarisch dargestellt. Links im Bild ist schematisch 
die Annäherung einer AFM-Spitze an einen Partikel dargestellt und rechts im Bild eine 
Kraftkurve, die auf einem Nanopartikel gemessen wurde. Von rechts nach links nähert sich 
die AFM-Spitze an die Partikeloberfläche an. Kurz vor dem Berührungspunkt gibt es oft 
einen sog. snap-in, bei dem sich die Spitze plötzlich noch etwas weiter hin zur Oberfläche 
verbiegt, und erst dann kommt es zum Kontakt mit der Partikeloberfläche. Ab diesem 
Zeitpunkt wird die weitere Annäherung der Spitze als ansteigende Gerade dargestellt, weil der 
Cantilever durch die Wechselwirkung mit dem Material verbogen wird. Auf dem Rückweg, 
fällt die Gerade wieder ab und wird weiter fortgesetzt als zuvor, da die Spitze nun, durch 
Adhäsionskräfte, an der Oberfläche der Partikel haftet. Diese Kräfte reißen abrupt ab, die 
Spitze schnellt in die Ausgangslage zurück und bewegt sich weiter in Richtung 
Ausgangsposition ohne nochmals ausgelenkt zu werden. 
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Der Elastizitätsmodus oder Young Modul kann nach dem Gesetz von Hook: 
ܨ ൌ ݇௖ ∗ ݀ 
(F ist die Kraft, k die Federkonstante des Cantilevers und d die Auslenkung des Cantilevers), 
sowie mit dem komplexen Hertzmodell nach Sneddon berechnet werden 70: 
 
ܨ ൌ 	43 ∗
ܧ
ሺ1 െ ߭ଶሻ ∗ ߜ
య
మ ∗ √ܴ 
Hierbei ist F die Kraft, E das Young Modul, R der Radius der Spitze, δ die Eindrücktiefe und 
ν die Poisson-Zahl (Querkontraktionszahl). 
Die Ablenkung des Cantilevers kann mit Hilfe der Steigung der Kraftkurve berechnet werden. 
Nach der Bestimmung der angelegten Kraft kann das Young Modul oder E-Modul der 
Nanopartikel, mittels der genannten Formeln des Hertzmodells nach Sneddon, für das 
Paraboloid berechnet werden. 
 
2.4.2 DURCHFÜHRUNG DER KRAFTMESSUNGEN 
Zunächst wurde die CSC-Spitze, wie in Kapitel 2.4.1 auf einer reinen Glasoberfläche 
kalibriert und die Federkonstante ermittelt. Die Kraftmessungen selbst erfolgten auf, mit 
Aminosilan modifizierten, Glasobjektträgern (Modifizierung siehe Kapitel 2.5.1). Es wurden 
20 µl der zu vermessenden Probe auf den Objektträger gegeben, nach zwei Minuten mit 
doppelt destilliertem Wasser abgespült, mit Druckluft getrocknet und anschließend unter das 
AFM gelegt. 
Mit der CSC37/noAl-Spitze wurde zunächst im „intermittent contact (air)“-Modus ein Bild 
der Partikel aufgenommen, um die Nanopartikel lokalisieren zu können. Die Bildgröße lag je 
nach Partikelgröße zwischen 10 x 10 µm und 25 x 25 µm mit 2048 Pixeln je Bild. 
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Normalerweise werden für diese Abbildungen im „intermittent contact (air)“-Modus non-
contact-Spitzen, also z.B. NSC16/AlBS, verwendet. Da es aber bei diesem Experiment 
erforderlich war, genau zu wissen wo die Proben lagen und eine Abbildung im „contact“-
Modus nicht möglich war, weil die Partikel sich dabei verschoben, wurde hier mit der 
„contact“-Spitze eine „non-contact“-Abbildung gemacht. Die Qualität der Bilder war dabei 
deutlich schlechter, als mit einer NSC-Spitze, aber mehr als ausreichend, um die Nanopartikel 
für die Kraftmessungen zu lokalisieren. Der Relative Setpoint (Eindrücktiefe) betrug 10 % der 
Partikelhöhe, um Substrateinflüsse zu vermeiden. Die Z-Range betrug 5,85 µm, die Z-Length 
war 1 µm und Extend/Retract Time wurden auf 0,5 Sekunden festgelegt. 
 
2.4.3 AUSWERTUNG DER KRAFTKURVEN 
Die Auswertung der Kraftkurven erfolgte mit der geräteeigenen Software JPK Image 
Processing. Als Spitzenform wurde das Paraboloid gewählt, da dies der tatsächlichen Form 
der AFM-Spitze bei der geringen Eindrücktiefe entspricht. Als Poisson-Zahl wurde 0,5 
angenommen, da dieser Wert für vollständig nicht komprimierbare Materialien gültig ist und 
die genaue Poisson-Zahl für das verwendete Polymer nicht bekannt ist 70. Die Ergebnisse 
wurden aus fünf verschiedenen Partikeln mit jeweils zehn Kraftmessungen berechnet und als 
arithmetisches Mittel ± Standardabweichung angegeben. 
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2.5 PLAQUE TARGETING 
Beim Plaque-Targeting sollen Plaques im Blutgefäß mit Hilfe von, mit Antikörpern 
modifizierten, liposomalen Ultraschallkontrastmitteln dargestellt werden, indem die 
Formulierungen aufgrund der Anitgen-Antikörper-Wechselwirkung an der Plaque haften 
bleiben, und ungebundenes Kontrastmittel mit dem Blutstrom weiter geführt wird. 
Anschließend sollten nur noch die Plaques als hell leuchtende Stellen in einer dunkleren 
Umgebung zu erkennen sein. Siehe dazu auch Abbildung 12. 
 
 
Abbildung 12: Darstellung des Pla que-Targetings mittels mit An tikörpern gekoppelter 
Ultraschallkontrastmittel. 
 
Die mit Antikörpern gekoppelten Ultraschallkontrastmittel wurden zunächst auf, mit Fibrin 
modifizierten, Glasobjektträgern mit dem Rasterkraftmikroskop untersucht und die Bindung 
von Antifibrin gekoppelten Liposomen an Fibrin gezeigt (s. Kapitel 2.5.1). In einem 
einfachen in vitro Plaque-Modell konnte dann die stabile Bindung von mit Antikörpern 
gekoppelten Liposomen an künstlichen Plaques im Fluss dargestellt werden. Anschließend 
wurde das Plaque-Modell mit menschlichen Plaques (Klinikmaterial St. Georg Klinikum, 
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Eisenach, Thüringen) erweitert und auch hier konnte die Bindung gezeigt werden (s. Kapitel 
2.5.2). 
 
2.5.1 RASTERKRAFTMIKROSKOPIE 
Um die Antigen-Antikörper-Reaktion mit dem Rasterkraftmikroskop bildlich darzustellen, 
mussten Fibrin-modifizierte Objektträger vorbereitet werden. 
Die Modifizierung der Objektträger erfolgte anhand einer Anleitung von Hinterdorfer et al. in 
einer leicht abgewandelten Form 74. Die Glasobjektträger wurden in Caro’scher Säure 
10 Minuten inkubiert, um Verunreinigungen zu entfernen und die Oberfläche mit freien 
Silanol-Gruppen anzureichern, anschließend mit Wasser gewaschen und mit Druckluft 
getrocknet. Die freien Silanol-Gruppen ermöglichten die Silanisierung der Oberfläche mit 3-
Aminopropyl-Triethoxysilan (Dynasylan ® AMEO, Evonik Degussa GmbH, Hanau-
Wolfgang, Deutschland). Hierfür wurden die Objektträger eine Stunde lang in eine organische 
Lösung von 3-Aminopropyl-Triethoxysilan (20 µl/ml Chloroform) getaucht, anschließend mit 
reinem Chloroform gewaschen, mit Druckluft getrocknet und schließlich in einem 
Trockenschrank eine Stunde lang bei 105 °C erhitzt. Es folgte ein zweistündiges Eintauchen 
der Objektträger in eine organische Lösung von Cyanur-Chlorid (1 mg/ml Chloroform) 
(Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), die 20 µl N,N-Diisopropyl-
Ethylamin (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) enthielt, gefolgt vom 
Spülen mit reinem Chloroform und Trocknung mit Druckluft. Abschließend wurden die 
vorbereiteten Objektträger in einer Fibrin-Lösung (10 mg/ml Boratpuffer pH 8,8) über Nacht 
inkubiert und danach mit reinem Wasser gespült und mit Druckluft getrocknet. In 
Abbildung 13 ist die Modifizierung der Glasobjektträger schematisch dargestellt. 
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Abbildung 13: Modifizierung von Objektträgern mit Fibrin. 
 
Auf die mit Fibrin modifizierten Objektträger wurden 20 µl der mit Antikörper gekoppelten 
liposomalen Formulierungen gegeben, nach zwei Minuten die überstehende Flüssigkeit 
abgeklopft, der Objektträger gespült, mit Druckluft getrocknet und anschließend unter das 
AFM gelegt. 
Gemessen wurde mit kommerziell erhältlichen, pyramidalen Si3N4-Spitzen (NSC16/AlBS, 
MikroMasch, Estland) auf einem Cantilever (Länge 230 µm, Resonanzfrequenz 170 kHz und 
nominale Kraftkonstante 40 N/m) mit einer Geschwindigkeit von 0,8 Hz. Die Pixelrate lag bei 
512 x 512 Pixeln und die Bildgröße bei 2 x 2 µm (wenn nicht anders angegeben). Beim 
NanoWizzard wurde der „intermittent contact (air)“-Modus ausgewählt (entsprechend dem 
tapping modeTM beim Nanoscope IV Bioscope von Veeco), was eine möglichst schonende 
Abtastung der Oberfläche ermöglicht. 
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2.5.2 FLUSSMODELL MIT IN VITRO PLAQUE-MODELL 
Um die mit Antikörpern gekoppelten Kontrastmittel auf ihre Bindungsfähigkeit an 
fibrinreiche Plaques testen zu können, wurde ein erstes, einfaches in vitro Plaque-Modell 
entwickelt. Hierzu wurde ein ca. 45-50 cm langes Stück eines C-Flex ® Schlauches in 
mehrere schmale Streifen geschnitten, ein spezieller, inerter Zweikomponenten-Kleber (Blau-
Gelb-Kleber) auf mehrere Stellen der Schlauchstreifen aufgebracht und der noch feuchte 
Kleber mit Fibrinpulver aus menschlichem Plasma (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland) bestreut. Nach dem Trocknen des Klebers konnte überschüssiges 
Fibrinpulver entfernt und das Plaque-Modell verwendet werden. Das Plaque-Modell wurde 
durch menschliche Plaques (aus der Carotis) erweitert, welche klein geschnitten (siehe auch 
Abbildung 15) und ebenfalls mit Blau-Gelb-Kleber auf die Schlauchstreifen geklebt wurden. 
In Abbildung 14 sind die mit Fibrinpulver und Plaque-Stückchen modifizierten 
Schlauchstreifen zu sehen. 
 
 
Abbildung 14: Mit Fibrinpulver und Pl aquestückchen (aus menschlicher 
Halsschlagader) modifizierte C-Flex ® Schlauchstreifen. 
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Abbildung 15: Stück einer menschlichen Caroti s mit einer großen Pl aque (links), klein 
geschnittene Plaque (rechts). 
 
In einem statischen Experiment wurden die mit Fibrin-Antikörpern modifizierten liposomalen 
Formulierungen auf die künstlichen bzw. menschlichen Plaques getropft und nach wenigen 
Minuten konnten die Streifen mit Hilfe einer Drahtschlinge in das Flussmodell so eingefügt 
werden, dass sich die Plaques im Bereich des Ultraschallstrahls befanden. In Abbildung 16 ist 
die Position des Schlauchstreifens im Flussmodell schematisch dargestellt. Nachdem mit der 
Rollerpumpe ein konstanter Fluss hergestellt und ungebundenes Kontrastmittel weggespült 
war, konnte im Ultraschallbild das Bindungsvermögen beobachtet werden. 
Weder der Blau-Gelb-Kleber noch das Fibrinpulver selbst zeigten beim Beschallen mit 
Ultraschall einen eigenen Kontrast im Ultraschallbild. Lediglich der Streifen selbst war 
manchmal aufgrund von anhaftenden kleinen Luftbläschen zu sehen. 
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Abbildung 16: Einfügen des Schlauchstre ifens in das Flussmodell, schematisch 
dargestellt. 
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3. NANOSKALIGE ULTRASCHALLKONTRASTMITTEL UND POLYMER-
NANOPARTIKEL 
Im Folgenden soll die Entwicklung von lang-zirkulierenden, ultraschallaktiven und 
bioverträglichen liposomalen Formulierungen dargestellt werden, deren Größen im 
nanoskaligen Bereich eine gute Stabilität und starke Kontrastverstärkung aufweisen. Zu 
diesem Zweck wurden mehrere verschiedene liposomale Formulierungen hergestellt und 
zunächst im Hinblick auf ihre physikochemischen Eigenschaften mittels PCS und LDA 
(Größe und Zetapotential), sowie Cryo-TEM und AFM (Morphologie) geprüft und mit dem 
käuflich erhältlichen Ultraschallkontrastmittel SonoVue ® verglichen. Mit Hilfe von 
Phosphat-31-NMR wurden zusätzlich Morphologie und supramolekulare Organisation der 
Lipide innerhalb der Formulierungen analysiert. Die verwendeten Formulierungen waren 
Phospholipon, DPPC/CH, DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S. 
Es wurden außerdem weitere unterschiedliche Lipidmischungen sowie Mischungen mit 
Antikörpern für spezifisches Targeting hergestellt und ebenfalls mit PCS und LDA, sowie 
AFM (nur Antikörper-gekoppelte Formulierungen) charakterisiert. Die verwendeten 
Formulierungen waren DPPC/MPEG5000, DSPC/MPEG5000, DPPC/PEG40S/DPPE, 
DPPC/PEG40S/DPPE, DMPC/PEG40S, DPPE/PEG40S, DPPG/PEG40S, DOTAP/PEG40S, 
DPPC/PEG40S/TEL und DSPC/PEG40S/TEL bzw. für die Antikörper-Kopplung 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC und DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC. 
Für die Messungen der elastischen Eigenschaften von nanoskaligen Systemen (siehe Kapitel 
6), wurden Polymer-Nanopartikel aus PLGA hergestellt und mit PCS und LDA deren Größe 
und Zetapotential, sowie mit Rasterkraftmikroskopie die Morphologie bestimmt. 
  
 3. NANOSKALIGE ULTRASCHALLKONTRASTMITTEL UND 
 POLYMER-NANOPARTIKEL  
 
52 
 
3.1 ERGEBNISSE 
 
3.1.1 GRÖßE, ZETAPOTENTIAL 
Der hydrodynamische Durchmesser aller liposomalen und polymeren Formulierungen, 
ermittelt mittels PCS, ist in den Tabellen 1-5 zusammengefasst. Die Größenwerte sind als Z-
Ave angegeben ± Standardabweichung aus mindestens drei unabhängigen Proben. 
 
Tabelle 1: Größe und Zetapotential der ultraschallaktiven, nanoskaligen Kontrastmittel 
bestimmt mit LDA, PCS, AFM und Cryo-TEM (Auszug aus Tabelle in Referenz 75). 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Zetapotential 
[mV] 
 
Größe 
[nm] 
 
Size range 
[nm] 
  PCS 
(Pdi) 
AFM TEM  
      
SonoVue® n.d. n.d. 1981 ± 822 n.d. 250 – 6500 
Phospholipon -14,3 ± 2,9 120,6 ± 77,0 
(0,46) 
220,8 ± 14,9 135,0 ± 10,3 50 - 150 
DPPC/CH 
(70:30) 
-5,4 ± 3,2 
 
218,7 ± 19,8 
(0,45) 
232,4 ± 17,1 201,8 ± 20,2 110 – 350 
DPPC/PEG40S 
(98:2) 
-1,7 ± 0,8 
 
173,4 ± 18,2 
(0,47) 
216,7 ± 15,6 133,1 ± 17,7 50 – 500 
DSPC/PEG40S 
(98:2) 
-3,3± 1,0 
 
195,8 ± 25,7 
(0,54) 
169,6 ± 22,4 199,4 ± 28,3 75 - 485 
 
Die ersten hergestellten Kontrastmittel (siehe Tabelle 1) wurden umfassend charakterisiert, im 
Hinblick auf Größe, Morphologie und supramolekulare Zusammensetzung. Die mittleren 
Durchmesser variierten zwischen 120,6 ± 77,0 nm für Phospholipon, 218,7 ± 19,8 nm für 
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DPPC/CH (70:30), 173,4 ± 18,2 nm für DPPC/PEG40S (98:2) und 195,8 ± 25,7 nm für 
DSPC/PEG40S (98:2). Alle Größenverteilungen zeigten einen Pdi (Polydispersitätsindex) 
zwischen 0,45 und 0,54, was für eine multimodale Größenverteilung charakteristisch ist. Bei 
genauerer Betrachtung der Daten des Zetasizers war zu erkennen, dass jede der liposomalen 
Formulierungen hauptsächlich zwei Teilkollektive aufwies. Das kleinere lag in einem Bereich 
von 70-120 nm und das größere zwischen 300 und 500 nm. Wie erwartet, wiesen alle 
Formulierungen ein negatives Zetapotential auf. Es war nicht möglich SonoVue ® mit dem 
Zetasizer zu vermessen. 
 
Tabelle 2: Vergleich von Partikelgröße und Zetapotential nach unterschiedlichen 
Herstellungsmethoden der liposomalen Formulierungen. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Zetapotential 
[mV] 
 
Größe 
[nm] 
(Pdi) 
 
Ultraschallbad DPPC/PEG40S (98:2) 
Ultraschallstab DPPC/PEG40S (98:2) 
DPPC/PEG40S (91:9) 
 
-2,0 ± 1,1 
-2,6 ± 0,7 
-5,3 ± 1,2 
 
140,8 ± 103,7 (0,38) 
119,7 ± 13,6 (0,51) 
157,2 ± 60,2 (0,38) 
 
Ultraschallbad DSPC/PEG40S (98:2) 
Ultraschallstab DSPC/PEG40S(98:2) 
DSPC/PEG40S (91:9) 
 
-3,2 ± 0,6 
-3,9 ± 0,9 
-3,9 ± 1,6 
 
123,6 ± 48,4 (0,45) 
161,3 ± 9,1 (0,49) 
155,0 ± 1,8 (0,41) 
 
Tabelle 2 vergleicht die Partikelgrößen und das Zetapotential der liposomalen 
Formulierungen, nachdem diese mit unterschiedlichen Methoden hergestellt wurden. Die erste 
Methode war eine Herstellung nur mit Ultraschallbad, die zweite Methode die zusätzliche 
Behandlung mit einem Ultraschallstab. Das Zetapotential fiel bei DPPC/PEG40S von -
2,5 ± 1,1 mV auf -2,6 ± 0,7 mV, wenn die Suspension mit dem Ultraschallstab beschallt 
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wurde. Wenn zusätzlich noch mehr PEG40S enthalten war, sank das Potential nochmals ein 
wenig ab auf -5,3 ± 1,2 mV. Ähnliches war bei DSPC/PEG40S zu beobachten, wo das 
Zetapotential von -3,2 ± 0,6 mV auf -3,9 ± 0,9 mV fiel, wenn die Suspension mit dem 
Ultraschallstab behandelt wurde und blieb bei größerer PEG40S-Menge bei -3,9 ± 1,6 mV. 
Der hydrodynamische Durchmesser ist als Z-Ave angegeben. Bei der Behandlung mit dem 
Ultraschallstab reduzierte sich die Größe der DPPC/PEG40S (98:2) Formulierung von 
140,8 ± 103,7 nm auf 119,7 ± 13,6 nm und die Größe der DSPC/PEG40S (98:2) 
Formulierung stieg von 123,6 ± 48,4 nm auf 161,3 ± 9,1 nm. Die Formulierungen mit dem 
höheren PEG-Anteil waren bei DPPC/PEG40S (91:9) 157,2 ± 60,2 nm groß und bei 
DSPC/PEG40S (91:9) 155,0 ± 1,8 nm. Der Pdi schwankte bei allen Formulierungen zwischen 
0,38 und 0,51 und zeigte somit eine multimodale Größenverteilung an. 
 
 
Tabelle 3: Größe und Zetapotential weiterer Lipidmischungen zur späteren 
Untersuchung auf Eignung als Ultraschallkontrastmittel. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Zetapotential 
[mV] 
 
Größe 
[nm] 
(Pdi) 
   
DPPC/DPPE-MPEG5000 
(91:9) 
-15,8 ± 0,4 
 
394,3 ± 117,1 
(0,46) 
DSPC/DPPE-MPEG5000 
(91:9) 
-20,6 ± 0,4 
 
1061,8 ± 518,0 
(0,72) 
DPPC/CH/TEL 
(65:25:10) 
-11,3 951,9 
(0,74) 
DPPC/PEG40S/TEL 
(98:2:2) 
(98:2:5) 
(98:2:10) 
 
-2,5 
-3,3 
-7,1 
 
395,4 (0,48) 
71,9 (0,36) 
445,8 (0,51) 
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DSPC/PEG40S/TEL 
(98:2:2) 
(98:2:5) 
(98:2:10) 
 
-1,1 
-1,3 
-1,9 
 
434,7 (0,47) 
652,8 (0,65) 
411,7 (0,53) 
DPPC/PEG40S/DPPE 
(98:2:10) 
 
-4,5 
 
145,2 (0,59) 
DSPC/PEG40S/DPPE 
(98:2:10) 
 
-7,2 
 
180,1 (0,42) 
DMPC/PEG40S 
(98:2) 
(91:9) 
 
-13,5 
-10,8 
 
114,7 (0,51) 
153,1 (0,43) 
DPPE/PEG40S 
(98:2) 
(91:9) 
 
-19,0 
-15,0 
 
963,8 (0,68) 
163,6 (0,36) 
DPPG/PEG40S 
(98:2) 
(91:9) 
 
-28,5 
-33,0 
 
211,5 (0,29) 
292,1 (0,46) 
DOTAP/PEG40S 
(98:2) 
(91:9) 
 
47,7 
34,3 
 
256,2 (0,39) 
443,7 (0,45) 
 
In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der PCS- und LDA-Messungen von weiteren 
Lipidmischungen aufgeführt. DPPC/DPPE-MPEG5000 bzw. DSPC/DPPE-MPEG500 (je 
91:9) unterschieden sich sehr voneinander mit 394,3 ± 117,1 nm und 1061,8 ± 518,0 nm. Eine 
Zumischung von 2, 5 und 10 mol% Tetraetherlipiden führte ebenfalls zu einer starken 
Vergrößerung der mittleren Partikelgrößen. Die Durchmesser lagen für DPPC/CH/TEL 
(65:25:10) bei 951,9 nm, für DPPC/PEG40S/TEL (98:2:2/5/10) bei 
395,4 nm/71,9 nm/445,8 nm und für DSPC/PEG40S/TEL (98:2:2/5/10) bei 
434,7 nm/652,8 nm/411,7 nm. Eine Zumischung von DPPE resultierte in Partikelgrößen von 
145,2 nm für DPPC/PEG40S/DPPE (98:2:10) und 180,1 nm für DSPC/PEG40S/DPPE 
(98:2:10). Eine Mischung verschiedener Lipide mit PEG40S ergab Durchmesser von 114,7 
bzw. 153,1 nm für DMPC/PEG40S (98: bzw. 91:9), von 963,8 bzw. 163,6 nm für 
DPPE/PEG40S (98:2 bzw. 91:9), von 211,5 bzw. 292,1 nm für DPPG/PEG40S (98:2 bzw. 
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91:9) und 256,2 bzw. 443,7 nm für DOTAP/PEG40S (98:2 bzw. 91:9). Die 
Polydispersitätsindizes lagen zwischen 0,29 und 0,74, was eine multimodale 
Größenverteilung bedeutete. Die liposomalen Formulierungen waren alle negativ geladen. 
Das Zetapotential lag zwischen -1,1 und -30,8 mV, mit Ausnahme der Mischungen mit 
DOTAP, welches ein stark positiv geladenes Lipid ist, und daher wiesen die Mischungen mit 
diesem Lipid ein positives Zetapotential von 34,3 bzw. 47,7 mV auf. 
 
Tabelle 4: Größe und Z etapotential der Lipidmischungen mit Ankerlipiden und 
Antikörpern. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Zetapotential 
[mV] 
 
Größe 
[nm] 
(Pdi) 
   
DSPC/PEG40S/DPPE-CC 
(91:9:10) 
-18,6 ± 3,8 189,5 ± 60,2 (0,47) 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC mit AK -18,5 ± 4,7 185,8 ± 37,1 (0,58) 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC 
(91:9:10) 
-35,1 ± 4,6 193,3 ± 19,1 (0,49) 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC mit AK -41,6 ± 5,0 185,3 ± 60,7 (0,44) 
 
Die Lipidmischungen, die mit Antikörpern gekoppelt wurden, beinhalteten zusätzlich ein 
Ankerlipid. In Tabelle 4 ist zu sehen, dass DSPC/PEG40S/DPPE-CC (91:9:10) eine Größe 
von 189,5 ± 60,2 nm hatte, welche nach der Kopplung mit Antikörpern leicht sank, auf 
185,8 ± 37,1 nm. DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC (91:9:10) hatte einen 
hydrodynamischen Durchmesser von 193,3 ± 19,1 nm, welcher nach der Antikörperkopplung 
leicht auf 185,3 ± 34,3 nm abfiel. Der Pdi für alle Formulierungen war zwischen 0,44 und 
0,58, das Zetapotential zwischen -18,6 und -41,6 mV. Durch die Kopplung mit Antikörpern 
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änderten sich das Zetapotential und der Pdi kaum. Die Kopplung mit Antikörpern müsste den 
Z-Ave der liposomalen Formulierungen vergrößern, da sich der hydrodynamische 
Durchmesser vergrößert, er wurde jedoch in beiden Fällen kleiner. 
 
Tabelle 5: Größe und Zetapotential der Polymer-Nanopartikel. 
 
Rührgeschwindigkeit 
[rpm] 
 
Zetapotential 
[mV] 
 
Größe 
[nm] 
(Pdi) 
   
24000 -17,2 ± 2,5 202,8± 25,4 
(0,05± 0,01) 
20000 -17,8 ± 3,0 223,4±8,6 
(0,04± 0,01) 
16000 -15,4 ± 2,9 248,4±10,9 
(0,07 ± 0,02) 
12000 -15,8 ± 3,3 338,8±18,7 
(0,19± 0,04) 
 
Die Größe der Polymer-Nanopartikel wurde reproduzierbar durch das Herstellungsverfahren 
gesteuert (s. Tabelle 5). Hierbei wurden bei der Emulsionsbildung unterschiedliche 
Rührgeschwindigkeiten des Ultra Turrax ® verwendet, nämlich 24000, 20000, 16000 und 
12000 rpm (Umdrehungen pro Minute). Mit abnehmender Rührgeschwindigkeit nahmen die 
Partikelgrößen zu (siehe dazu auch Abbildung 17). Bei 24000 rpm wiesen die Nanopartikel 
einen Durchmesser von 202,8 ± 25,4 nm auf, welcher über 223,4 ± 8,6 nm (20000 rpm) und 
248,4 ± 10,9 nm (16000 rpm) bis 338,8 ± 18,7 nm (12000 rpm) weiter stieg. Die 
Größenverteilung, charakterisiert durch den Pdi, zeigte eine monomodale Größenverteilung 
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(Pdi zwischen 0,04 und 0,19). Das Zetapotential war immer negativ und lag zwischen -15,4 
und -17,8 mV. 
 
 
Abbildung 17: Größe und Pdi der Polymer-Nanopartikel nach Herstellung bei 
unterschiedlichen Rührgeschwindigkeiten des Ultra Turrax®. 
 
  
 3. NANOSKALIGE ULTRASCHALLKONTRASTMITTEL UND 
 POLYMER-NANOPARTIKEL  
 
59 
 
3.1.2 MORPHOLOGIE 
 
3.1.2.1 Rasterkraftmikroskopie 
Die Rasterkraftmikroskopie erlaubt eine Visualisierung aller Formulierungen unter 
hydrolysierten Bedingungen und eine Bestätigung der Liposomengrößen und 
Nanopartikelgrößen, die mit PCS ermittelt wurden. Hierbei wurden zur Bestimmung der 
Größen alle sichtbaren Partikel innerhalb eines repräsentativen Messbereichs einzeln 
ausgewertet. Siehe dazu auch Tabelle 2 und Abbildung 18. Prinzipiell können die erhaltenen 
Werte von den Werten der PCS-Messungen abweichen. Dies kann durch Interaktionen der 
weichen, flexiblen liposomalen Formulierungen bzw. der Nanopartikel mit der Oberfläche des 
Silikon-Chips der Rasterkraftmikroskop-Spitze hervorgerufen werden, was zur Entstehung 
von Artefakten führen kann. Jedoch erlaubt die individuelle Betrachtung der Formulierungen 
einen Ausschluss solcher Artefakte bei weiteren Vermessungen. Zusätzlich ist es durch die 
bildliche Darstellung solcher Artefakte möglich, die Stabilität der Formulierungen zu 
beurteilen. 
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Abbildung 18: Bildliche Darstellung d er Morphologie und Größenverteilung der 
verschiedenen liposomalen Formulierungen mit de m AFM. (A) SonoVue®, (B) 
Phospholipon, (C) DPPC/CH, (D) DPPC/PEG40S, (E) DSPC/P EG40S. Alle Bilder s ind 
im Höhen-Modus dargestellt. Bildgröße 2,5x2,5 µm (Bildmaterial z.T. aus Ref. 75). 
 
Die Formulierungen Phospholipon, DPPC/CH, DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S wiesen 
mittlere Partikelgrößen von 220,8 ± 14,9 nm, 232,4 ± 17,1 nm, 216,7 ± 15,6 nm und 
169,6 ± 22,4 nm auf, während PCS-Messungen kleinere Werte für Phospholipon (120 nm) 
(Abbildung 18B), DPPC/CH (220 nm) (Abbildung 18C) und DPPC/PEG40S (175 nm) 
(Abbildung 18D) sowie größere Werte für DSPC/PEG40S (195 nm) (Abbildung 18E) 
ergaben. Bei DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40s konnten zwei große Teilkollektive 
beobachtet werden. Die größere Fraktion zeigte mittlere Durchmesser zwischen 200 und 
300 nm und die kleinere Fraktion Größen von ungefähr 70 nm. Dies deckte sich mit den 
Ergebnissen der PCS-Messungen. Die größeren Partikel waren ideal rund, während die 
kleineren unterschiedliche Formen aufwiesen, von rund über oval zu stäbchenförmig. Beide 
Fraktionen waren relativ resistent gegenüber der Silikon-Oberfläche. Bei den Phospholipon 
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und DPPC/CH Formulierungen konnte nur eine Partikelfraktion gefunden werden. Die 
Liposomen waren ebenfalls rund und hatten eine glatte Oberfläche und sie waren stabil 
gegenüber der Silikon-Oberfläche. Die mittlere Partikelgröße von SonoVue ® 
(Abbildung 18A) war 1981 ± 822 nm mit einer sehr breiten Größenverteilung zwischen 250 
bis 6500 nm. 
 
 
Abbildung 19: Rasterkraftmikr oskopische Aufnahme von Antikörpern gekoppelt an 
DSPC/PEG40S-Liposomen mit Ankerlipid. 
 
Bei AFM-Aufnahmen der mit Antikörpern gekoppelten Liposomen (Abbildung 19) war zu 
erkennen, dass diese Formulierungen dazu neigten, auf der Oberfläche zu spreiten. Sie waren 
als ringförmige Strukturen zu erkennen, welche typisch für Mizellen sind. Die Antikörper 
waren als kleine Punkte zu erkennen, die an den Ringen hafteten oder auch frei zwischen den 
Ringen lagen. 
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Abbildung 20: Bilder der Polymer-Nanopart ikel aufgenommen an Tag 0, 1, 6  und 7  
nach der Herstellung (Darstellung im Höhen-Modus). (A0-A3) 150 nm, (B0-B3) 200 nm , 
(C0-C3) 250 nm, (D0-D3) 300 nm. Größenbalken (weiß) entsprechen 2 µm. 
 
Die rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen der Polymer-Nanopartikel zeigten gleichmäßig 
runde Nanopartikel mit einer glatten Oberfläche. Die Nanopartikel waren leicht anfällig dafür, 
mit der Spitze des Rasterkraftmikroskops zu interagieren. In Abbildung 20 B2, C3 und D3 
sind daher Artefakte zu erkennen. Die Partikelgrößen änderten sich im Verlauf einer Woche 
nicht. 
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3.1.2.2 Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie 
Cryo-TEM ist ebenfalls ein Verfahren, mit dem die liposomalen Formulierungen bildlich 
dargestellt werden können, um Größe und Morphologie der Formulierungen zu beurteilen. 
Hierbei kann jedoch zusätzlich, im Unterschied zum AFM, die Lamellarität der hergestellten 
liposomalen Formulierungen betrachtet werden. Repräsentative Aufnahmen zeigt 
Abbildung 21.  
 
 
Abbildung 21: Cryo-TEM. (A) SonoVue ®, (B) Phospholipon, (C) DPPC/CH, (D ) 
DPPC/PEG40S, (E) DSPC/PEG40S. 
 
Bilder von Phospholipon (Abbildung 21B) und DPPC/CH (Abbildung 21C) zeigten typische, 
gleichmäßig verteilte, überwiegend unilamellare Liposomen mit einer mittleren Größe von 
135,0 ± 10,3 nm für Phospholipon und 201,8 ± 20,2 nm für DPPC/CH. Bei DPPC/PEG40S 
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und DSPC/PEG40S (Abbildung 21D und 21E) war ein gleichzeitiges Vorhandensein von 
großen, runden liposomalen und kleineren, stäbchenförmigen mizellaren Strukturen zu 
erkennen. Die liposomalen Strukturen (Durchmesser ungefähr 250 nm) erschienen eher eckig 
und waren identisch mit der, bei AFM-Messungen gefundenen, größeren Partikelfraktion. 
Auch hier waren Teilkollektive von größeren und kleineren Partikeln zu erkennen. Die 
mittleren Durchmesser zeigten Werte zwischen 133,1 ± 17,7 nm für DPPC/PEG40S und 
199,6 ± 28,3 nm für DSPC/PEG40S. SonoVue ® zeigte nur diffuse Strukturen 
(Abbildung 21A). Vermutlich waren die Mikrobläschen bei der Präparation geplatzt. 
 
3.1.2.3 Phosphat-31-Kernspinresonanzspektroskopie 
Phosphat-31-Kernspinresonanzspektroskopie (Phosphat-31-NMR) kann dazu genutzt werden, 
zwischen liposomalen und mizellaren Anordnungen von Lipiden, innerhalb einer 
pharmazeutischen Formulierung, zu unterscheiden. Die Breite der Phosphat-31-Linie ist 
abhängig von Aggregat-Größe, Form und Eigen-Diffusion 76. Bei der Darstellung von 
Phosphat-31-NMR-Spektren für verschiedene Phospholipid-Zusammensetzungen kann eine 
Schulter im Niedrig-Feld für doppelschichtige Strukturen gesehen werden, während Mizellen 
eine symmetrische Spitze zeigen 77.  
 
Abbildung 22: Phosphat-31-NMR-Spektren. (A) DPPC/CH, (B) DPPC/ PEG40S;(C) 
DSPC/PEG40S (Abbildung entnommen aus Referenz 75). 
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DPPC/CH zeigte im NMR-Spektrum (s.a. Abbildung 22A) eine Spitze mit einer Schulter, was 
zur Annahme führte, dass diese Lipidmischung überwiegend Liposomen enthielt. Die beiden 
anderen Formulierungen, DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S, wiesen im NMR-Spektrum 
(s.a. Abbildung 22B und 22C) einen symmetrischen Peak auf, was die Schlussfolgerung nahe 
legte, dass hier überwiegend Mizellen vorlagen. 
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3.2 DISKUSSION 
Beim Ultraschallgestützten Plaque-Targeting kommt es darauf an, kleine, stabile und lang 
zirkulierende Formulierungen zu entwickeln, die eine gute Ultraschallkontrastverstärkung 
aufweisen und zusätzlich mit Antikörpern zum Targeting gekoppelt werden können. 
Das gebräuchliche Ultraschallkontrastmittel SonoVue ® besteht aus den Phospholipiden 
DSPC und DPPC gefüllt mit dem Gas Schwefelhexafluorid25. Auch Forschergruppen 
befassen sich mit dem Thema Ultraschallkontrastverstärkung und verwenden Phopholipide 
zur Herstellung der Kontrastmittel78. Talu et al. 79 verwendeten zusätzlich 
Polyethylenglykol(40)stearat (PEG40S) bei der Herstellung großer Mikrobläschen, deren 
Durchmesser 62 ± 6 µm betrug. Dies führte zu einer verlängerten Zirkulationszeit im Körper, 
dem sogenannten Stealth-Effekt®. Durch sterische Stabilisierung von Liposomen, bspw. mit 
Polyethylenglykolketten, werden die Liposomen nicht so schnell vom Immunsystem erkannt 
und somit nicht so schnell von Makrophagen aufgenommen und aus dem Körper eliminiert 80. 
Die Kombination aus Phospholipiden und PEG40S für die Herstellung von lang 
zirkulierenden Ultraschallkontrastmitteln war erfolgreich für Mikrobläschen. In der 
vorliegenden Arbeit wurde dieses Wissen genutzt, um neue Ultraschallkontrastmittel zu 
entwickeln, die nicht mehr Größen im Mikrometerbereich hatten, sondern im 
Nanometerbereich und dabei eine gute Ultraschallkontrastverstärkung und lange 
Zirkulationsdauer aufwiesen. 
Unter Verwendung der gebräuchlichen Filmmethode, wurden nanoskalige, liposomale 
Formulierungen mit durchschnittlichen Größen von 120 bis 220 nm (gemessen mit PCS) 
hergestellt. Während Phospholipon und DPPC/CH eine homogene Größenverteilung mit einer 
durchschnittlichen Größe (Z-Ave) von 120,6 ± 77,0 nm (Pdi jedoch 0,46) bzw. 
218,7 ± 19,8 nm (Pdi 0,45) aufwiesen, was mit früheren Ergebnissen übereinstimmte 55, 81, 82, 
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zeigten die Formulierungen mit PEG40S (DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S) eine deutlich 
multimodale Größenverteilung mit einem Pdi von ~0,5. Bei genauerer Betrachtung der 
Zetasizer-Daten konnten zwei Hauptfraktionen gefunden werden. Ein Anteil war bei rund 
70-120 nm und der andere zwischen 300 und 500 nm (diese Daten wurden hier jedoch nicht 
gezeigt). 
Die Charakterisierung der liposomalen Formulierungen mit den bildgebenden Techniken 
AFM und Cryo-TEM bestätigten die Ergebnisse der PCS-Messungen und zeigten ebenfalls 
ein gleichzeitiges Vorkommen von kleinen Partikeln neben einer Fraktion größerer Partikel. 
Mit dem AFM erhielt man teilweise größere Werte für den Durchmesser der liposomalen 
Formulierungen aufgrund von Interaktionen der Formulierungen mit dem Cantilever. Für 
Phospholipon waren im Cryo-TEM überwiegend unilamellare Liposomen zu sehen und für 
DPPC/CH das für Liposomen typische, gleichzeitige Vorkommen von unilamellaren und 
multilamellaren Liposomen. Normalerweise besitzen Liposomen Größen zwischen 20 nm und 
mehreren Mikrometern 26, während Mizellen Größen unter 80 nm aufweisen 83. Es gibt also 
einen kleinen Bereich, in dem sowohl Liposomen als auch Mizellen vorliegen können. Das 
Auftreten der stäbchenförmigen Strukturen in den Cryo-TEM Bildern der PEG40S-haltigen 
Formulierungen deutet auf diskoidale Mizellen hin, welche, wenn sie von der Seite abgebildet 
werden, als stäbchenförmig Strukturen erscheinen und, wenn sie von vorne oder hinten 
abgebildet werden, als Scheiben zu erkennen sind 84. 
Garbuzenko et al. 85, 86 und Schroeder et al. 87 erklärten dieses gleichzeitige Vorkommen von 
verschiedenen Strukturen, in ultraschallaktiven Formulierungen, durch nicht-ideales 
Mischverhalten von liposomenformenden Lipiden, wie bspw. von PEGylierten Lipiden. Es 
scheint möglich, dass unter ultraschallinduziertem Stress, Liposomen eine strukturelle 
Umwandlung erfahren und ein Teil der Liposomen kleinere, nicht-liposomale molekulare 
Zusammenschlüsse, möglicherweise mizellare Strukturen, bildet. Die mögliche Bildung von 
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mizellaren Scheiben (diskoidale Mizellen) aus PEG-Lipiden, in mit Ultraschall beschallten 
liposomalen Dispersionen, wurde von Leal et al. 76, Ickenstein et al. 88 und Schroeder et al. 87, 
89, 90 berichtet. Die in der erwähnten Literatur verwendeten PEG-Lipide waren doppelkettige 
Lipide, bspw. DSPC mit einem PEG-Anteil. In den vorliegenden Mischungen wurden jedoch 
einkettige Fettsäuren, gekoppelt mit PEG, verwendet. Dies könnte zusätzlich einen Einfluss 
auf den mizellenbildenden Effekt haben.  
Um sich die strukturelle Anordnung der Lipide in den Formulierungen genauer anzusehen 
wurden 31P-NMR-Messungen durchgeführt. Verschiedene Forschungsgruppen fanden heraus, 
dass mizellare von liposomalen Strukturen unterschieden werden können, indem man die 
Linienform der 31P-NMR-Spektren betrachtet. Schubert et al. stellten fest, dass 
Doppelschichtstrukturen, wie sie in Liposomen vorkommen, durch ein breites 31P-NMR-
Signal dargestellt wurden, verursacht durch anisotrope Bewegungen der Lipide innerhalb der 
Doppelschicht 91. Nach Cullis und de Kruijff zeigten Doppelschichten im Niedrig-Feld eine 
Art Schulter, wohingegen Mizellen einen symmetrischen Peak zeigten 77. Leal et al. 
analysierten den Einfluss von verschiedenen PEG-Lipiden und deren Konzentration auf die 
Struktur von liposomalen Formulierungen, die aus DSPC und CH bestanden. Konzentrationen 
von mehr als 11  mol% PEG-Lipid führten zu einer Bildung von Mizellen und Liposomen 76. 
Vergleichbare Ergebnisse bezüglich Mizellen wurden auch von Soong und MacDonald 
gefunden 92. In Abbildung 22A ist eine Schulter im Niedrig-Feld zu sehen, die 
Doppelschichten, also Liposomen, zugeordnet werden konnte. Die beiden anderen 31P-NMR-
Spektren zeigten eine symmetrische Spitze, was auf das Vorhandensein von Mizellen 
schließen ließ. 
Auf den Einfluss der unterschiedlichen Herstellungsmethoden, Ultraschallbad und 
Ultraschallstab, wird in Kapitel 4 und 5 genauer eingegangen, da vor allem der Einfluss der 
Herstellungsmethode auf die Ultraschallkontrastverstärkung näher untersucht werden sollte. 
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Ein Vergleich der beiden verwendeten Herstellungsmethoden in Bezug auf die Größe, die 
Größenverteilung und das Zetapotential, siehe auch Tabelle 2, zeigte, dass mit dem 
Ultraschallstab der Z-Ave, bei gleichbleibendem Pdi, bei DPPC/PEG40S abnahm, bei 
DSPC/PEG40S jedoch zunahm. Das Zetapotential veränderte sich nur wenig, der Pdi blieb 
jedoch bei ~ 0,4-0,5, was bedeutete, dass die Herstellungsmethode weder einen starken 
Einfluss auf die Größe, noch das Zetapotential, noch auf die multimodale Größenverteilung 
ausübte. 
Die weiteren Lipidmischungen aus Tabelle 3 wurden ebenfalls nur im Hinblick auf ihre Größe 
und Zetapotential charakterisiert, da auch hier vor allem die ultraschallkontrastverstärkenden 
Eigenschaften verschiedener Lipidmischungen untersucht werden sollten, welche in Kapitel 4 
genauer erläutert und diskutiert werden. Die Verwendung eines doppelkettigen PEGlipids 
(DPPE-MPEG5000) in Kombination mit DPPC und DSPC erzielte ein stark negatives 
Zetapotential (-15,8 ± 0,4 mV für DPPC/DPPE-MPEG5000 und -20,6 ± 0,4 mV für 
DSPC/DPPE-MPEG5000) mit größeren Partikelgrößen, im Vergleich zu den Mischungen mit 
PEG40S, und multimodaler Größenverteilung (Pdi ~ 0,5-0,7). Es konnte auch mit keiner der 
anderen Mischungen eine monomodale Größenverteilung erreicht werden. Das Zetapotential 
der verschiedenen Lipid-Mischungen wies in allen Fällen einen negativen Wert auf, mit 
Ausnahme der DOTAP-Mischung, da DOTAP (1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan) 
ein stark positiv geladenes Lipid ist. 
Für das Plaque-Targeting wurden mit Antikörper gekoppelte Liposomen hergestellt und deren 
Größe und Zetapotential sowie Morphologie (AFM) untersucht. Nach der Kopplung mit 
Antikörpern sollte der hydrodynamische Durchmesser der liposomalen Formulierungen um 
die Größe der Antikörper ansteigen. Tatsächlich jedoch fiel der Wert für 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC von 189,5 ± 60,2 nm auf 185,8 ± 37,1 nm und für 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC von 193,3 ± 19,1 nm auf 185,3 ± 60,7 nm. Da der Pdi 
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~0,5 war, kam es vermutlich durch die vorliegende multimodale Größenverteilung zu diesem 
Ergebnis. 
PLGA-Nanopartikel wurden benötigt, um ein Modellsystem zur Bestimmung elastischer 
Eigenschaften nanoskaliger Systeme zu entwickeln. Hierbei ging es um den Einfluss der 
Partikelgröße und der Lagerungsdauer auf das Elastizitätsmodul, welches in Kapitel 6 genauer 
dargestellt wird. Variationen in der Herstellung der PLGA-Nanopartikel führten zu dem 
gewünschten Ergebnis der reproduzierbaren Größensteuerung bei gleichzeitig sehr kleinem 
Pdi, der in keinem Fall über 0,2 lag. Somit waren die Partikelgrößen monomodal verteilt. Je 
niedriger die Rührgeschwindigkeit der Emulsion gewählt wurde, desto größer wurden die 
Nanopartikel. Die Durchmesser der Partikel stiegen kontinuierlich von 202,8 ± 25,4 nm auf 
338,8 ± 18,7 nm. Diese Methode der Partikelgrößensteuerung wurde von Allémann et al. 53 
übernommen, die neben der Rührgeschwindigkeit auch durch Variation der PVA-Menge die 
Partikelgröße steuern konnten. 
Das kommerzielle Kontrastmittel SonoVue ® diente sozusagen als „Goldstandard“ zum 
Vergleich der Ultraschallkontrastverstärkung der neuen, nanoskaligen Formulierungen. Die 
Größe der Bläschen von SonoVue® liegt im Mikrometerbereich und sie enthalten das 
lipophile Gas Schwefelhexaflourid, während im Vergleich die Bläschen der neuen 
Formulierungen deutlich kleiner als 1 µm sind und sie Luft als Gas enthielten, welche durch 
das Herstellungsverfahren (Beschallung an der Flüssigkeitsoberfläche mit Schaumbildung) in 
die Formulierungen eingebracht wurde. In der Produktinformation zu SonoVue ® wird 
angegeben, dass der mittlere Durchmesser 2,5 µm ist, wobei 90 % kleiner als 6 µm groß sind 
und 99 % einen kleineren Durchmesser als 11 µm besitzen25. Die Größenbestimmung mittels 
PCS gelang nicht, da die Formulierung sofort aufgrund des enthaltenen Schwefelhexaflourid 
flotierte. Die Cryo-TEM Aufnahme zeigte nur diffuse Strukturen und es wurde angenommen, 
dass die Mikrobläschen bei der Präparation im Vakuum geplatzt waren. Mit dem AFM gelang 
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es schließlich die Mikropartikel abzubilden und es konnte eine mittlere Größe von 
1981 ± 822 nm gefunden werden. Die Form der Mikrobläschen war sehr uneinheitlich mit 
runden und teilweise länglichen Strukturen, die vermutlich durch Fusion entstanden waren. 
Es gelang, mit zwei verschiedenen Herstellungsmethoden, nanoskalige liposomale 
Formulierungen zu entwickeln und diese mit Antikörpern zum Plaque-Targeting zu koppeln. 
Die Herstellungsmethode hatte weder einen Einfluss auf Größe noch auf die Polydispersität. 
Die Verwendung anderer Lipidmischungen erzielte ebenfalls Größen im Nanometerbereich 
mit multimodaler Größenverteilung. Ebenso war die Partikelgrößensteuerung der PLGA-
Nanopartikel für die Elastizitätsmessungen erfolgreich. 
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4. ULTRASCHALLKONTRASTMESSUNGEN 
In diesem Kapitel werden die Ultraschallkontraststärken der in Kapitel 3 charakterisierten 
verschiedenen liposomalen Formulierungen präsentiert. Die Ultraschallkontrastverstärkung 
wurde als mittlerer Grauwert in Prozent bezogen auf den mittleren Grauwert von SonoVue ® 
als Standard berechnet und am Tag der Herstellung bzw. Rekonstitution (Auflösen der 
Lyophilisate, um wieder eine Suspension zu erhalten) gemessen (wenn nicht anders 
angegeben). Der Einfluss der verschiedenen Herstellungsmethoden, durch gekoppelte 
Antikörper und durch das Medium im Flussmodell auf die Ultraschallkontrastintensität wird 
diskutiert. 
 
4.1 ERGEBNISSE 
 
4.1.1 VERSCHIEDENE HERSTELLUNGSMETHODEN 
Abbildung 23 zeigt repräsentative Ultraschallbilder der ersten liposomalen Formulierungen 
(Phospholipon, DPPC/CH (70:30), DPPC/PEG40S (98:2 bzw. 91:9) und DSPC/PEG40S 
(98:2 bzw. 91:9)), die teilweise mit dem Ultraschallbad und teilweise mit dem Ultraschallstab 
hergestellt wurden, sowie Bilder des kommerziellen Kontrastmittel SonoVue ®. 
In Abbildung 23A ist die sehr helle und gleichmäßige Kontrastverstärkung durch SonoVue ® 
zu sehen. Nach der Herstellung im Ultraschallbad waren bei den klassischen Phospholipon-
Liposomen (Abbildung 23B) nur ein paar vereinzelte Bläschen zu erkennen, bei DPPC/CH 
(Abbildung 23C) war der Kontrast stärker. Heller und gleichmäßiger waren dagegen die 
Formulierungen DPPC/PEG40S (D1) und DSPC/PEG40S (E1) (je 98:2). Die 
Kontrastintensitäten der PEG40S-haltigen Formulierungen verbesserten sich bei Herstellung 
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mit dem Ultraschallstab deutlich, was in dem noch helleren und homogeneren Ultraschallbild 
in Abbildung D2 und E2 zu sehen ist. Eine Erhöhung der PEG40S-Menge von 2 mol% auf 
9 mol% verstärkte den Kontrast nicht. Die Messungen wurden hierbei in doppelt destilliertem 
Wasser bzw., bei den PEG40S-haltigen Formulierungen, in TRIS-Albumin-Puffer 
durchgeführt. Über einen Zeitraum von fünf Minuten blieben die Kontrastintensitäten der 
nanoskaligen Formulierungen konstant, während die Kontraststärke von SonoVue ® bereits 
nach zwei Minuten abnahm. 
 
Abbildung 23: (A) SonoVue®; Ultrascha llbad: (B) Phospholipon und (C) DPPC/CH , 
(D1) DPPC/PEG40S, (E1) DSPC/ PEG40S; Ultraschallstab: (A2 bzw. 3) DPPC/PEG40S 
(98:2 bzw. 91:9), (B2 bzw. 3) DSPC/PEG40S (98:2 bzw. 91:9). 
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4.1.2 KOPPLUNG VON ANTIKÖRPERN 
Für das Fibrin-Targeting wurden Liposomen mit gebundenen Antikörpern benötigt. Um 
Antikörper an ein Liposom zu koppeln, waren Linkerlipide nötig. Durch die Zumischung von 
Linkerlipiden zur Mischung DSPC/PEG40S und die Herstellung mit dem Ultraschallstab, 
konnte eine weitere Kontrastverbesserung erzielt werden. In Abbildung 24 sind repräsentative 
Ultraschallbilder der DSPC/PEG40S-Mischungen mit den Linkerlipiden DPPE-CC 
(Abbildung 24A1) und DSPE-PEG2000-CC (Abbildung 24B1) dargestellt. Nach der 
Kopplung von Antikörpern kam es zu einer leichten Reduzierung der Kontrastintensität. Siehe 
dazu auch Abbildung 24A2 und Abbildung 24B2. Diese Lipidmischungen wurden ins TRIS-
Albumin-Puffer pH 7,4 untersucht. Die Kontrastverstärkung hielt über einen Zeitraum von 
mehreren Minuten an. 
 
Abbildung 24: Ultraschallbilder der liposo malen Formulierungen, die Ankerlipide mit 
Antikörpern enthalten; .(A1) DS PC/PEG40S/DPPE-CC, (A2) DSPC/PEG40S/DPPE–
CC-AK, (B1) DSPC/PEG40S/DSPE-PE G2000-CC, (B2) DSPC/PEG 40S/DSPE-
PEG2000-CC-AK. 
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4.1.3 MITTLERE GRAUWERTE 
In Abbildung 25 sind die Ultraschallkontrastintensitäten der verschiedenen Formulierungen, 
die mit unterschiedlichen Methoden hergestellt wurden, als mittlere Grauwerte berechnet, 
gezeigt. 
 
Abbildung 25: Grafische Darstellung der Ul traschallkontraste als mittlere Grauw erte 
der unterschiedlichen Lipid-Mischungen nac h unterschiedlichen Herstellungsmethoden 
(s.a. Tabellen im Anhang). 
 
Der Ultraschallkontrast des Kontrastmittels SonoVue ® war hell und gleichmäßig mit einem 
mittleren Grauwert von 201,1 ± 28,5, was als 100 % gesetzt wurde. Der mittlere Grauwert der 
im Ultraschallbad hergestellten Liposomen war 4,9 % für Phospholipon und 7,1 ± 7,3 % für 
DPPC/CH. Bei den beiden anderen Mischungen (DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S) 
ergaben sich für die Herstellung mit dem Ultraschallstab größere mittlere Grauwerte, als für 
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die Herstellung im Ultraschall-Bad. Die Werte stiegen von 18 ± 17,7 % für DPPC/PEG40S 
und 9,5 ± 6,6 % für DSPC/PEG40S, bei Herstellung mit dem Ultraschallbad, auf 
25,6 ± 14,2 % für DPPC/PEG40S und 60,6 ± 23,7 % für DSPC/PEG40S (je 98:2 mol%), bei 
Herstellung mit dem Ultraschallstab. Die Beimischung von Linkerlipiden zu den 
DSPC/PEG40S-Mischungen (91:9) erhöhte den mittleren Grauwert auf 86,3 ± 3,9 % für 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC (91:9:10) und auf 85,9 ± 18,3 % für DSPC/PEG40S/DSPE-
PEG2000-CC (91:9:10). Die nachfolgende Kopplung von Antikörpern reduzierte die 
Kontrastverstärkung auf 36,9 ± 19,7 % (DPPE-CC-Linker) bzw. 52,2 ± 45,0 % (DSPE-
PEG2000-CC-Linker).  
 
4.1.4 MEDIUM 
Da auch das Medium, in dem die Proben vermessen wurden, eine Rolle bei der 
Kontrastverstärkung gespielt haben könnte, wurden Messungen in doppelt destilliertem 
Wasser, in TRIS-Albumin Puffer pH 7,4 und 10 %iger FCS-Lösung (Fetal Calf Serum) 
miteinander verglichen. In Abbildung 26 ist zu sehen, dass das Medium die 
Kontrastverstärkung geringfügig beeinflusste. 
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Abbildung 26: Ultraschallkontraste bei Messungen in verschiedenen Medien (SonoVue® 
entsprach 100%). 
 
Im Vergleich zum TRIS-Puffer reduzierte sich der mittlere Grauwert von 86,3 ± 3,9 % der 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC Formulierung in FCS-Lösung auf 80,2 % und in Wasser auf 
69,0 ± 34,9 %. Für DSPC/PEG40S/DPPE-CC-AK stieg der Grauwert von 36,9 ± 19,7 % in 
FCS-Lösung auf 38,3 % und sank in Wasser auf 34,9 ± 32,6 % ab. Bei DSPC/PEG40S/DSPE-
PEG2000-CC sank der Grauwert von 85,9 ± 18,3 % in TRIS-Puffer auf 53,9 % in FCS-
Lösung und erhöhte sich auf 89,5 ± 36,0 % in Wasser. Nach der Kopplung von Antikörpern 
an DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC reduzierte sich der mittlere Grauwert von 52,2 ± 45,0 
% in TRIS-Puffer auf 43,7 % in FCS-Lösung und 36,5 ± 33,0 % in Wasser. 
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4.2 DISKUSSION 
Die Verwendung von Ultraschallkontrastmitteln kann Ultraschalluntersuchungen und die 
Erstellung von Diagnosen erleichtern2. Dazu benötigen die Kontrastmittel eine ausreichend 
lange Zirkulationszeit im Blut und angemessene Kontrastverstärkung, sowie eine sehr gute 
Bioverträglichkeit. Die die lange Zirkulationszeit wird durch PEG-Ketten garantiert93 und die 
Verwendung von Lipiden in verschiedenen Arzneimitteln bereits etabliert, bspw. im käuflich 
erhältlichen SonoVue®25. 
Die Ultraschallkontraststärke der neuen nanoskaligen, liposomalen Formulierungen wurde mit 
einem Flussmodell ermittelt. Solche Modelle nutzten auch schon von Smith et al. 78 und 
Cintas et al. 94, die jedoch Wasser statt Agar-Gel verwendeten und damit den 
Ultraschalleigenschaften von menschlichem Gewebe und Blutgefäßen keine Beachtung 
schenkten. Weiterentwickelte Systeme bauten Schumann et al. 95, die statt des Wassers ein 
Agar-Gel verwendeten, und Spengos et al. 96, die einen menschlichen Schädelknochen 
zwischen den Schallkopf und die Probe einbrachten. Diese beiden Systeme waren ebenfalls 
Durchflussmodelle. 
Das in dieser Arbeit verwendete Flussmodell zur Untersuchung der 
Ultraschallkontrastverstärkung wurde nach Kollmann et al. 67 aufgebaut (s.Kapitel 2.2.1) und 
erlaubte durch die verwendeten Materialien eine Simulation der Bedingungen im 
menschlichen Körper (pH, Temperatur, (Blut-)Druck sowie Schalleigenschaften von Gewebe 
und Blutgefäßen). 
Wie in Abbildung 23 und 25 zu sehen ist, war die Kontrastverstärkung der liposomalen 
Formulierungen, welche bei der Herstellung mit dem Ultraschallbad beschallt wurden, 
geringer als von SonoVue®, aber hell und deutlich zu erkennen. Wurden die Formulierungen 
nicht mit dem Ultraschallbad sondern dem Ultraschallstab beschallt, erhöhten sich die 
 4. ULTRASCHALLKONTRASTMESSUNGEN  
 
80 
 
mittleren Grauwerte bei DPPC/PEG40S (98:2) von 18,0 ± 17,7 % auf 25,6 ± 14,2 % und bei 
DSPC/PEG40S (98:2) von 9,5 ± 6,6 % auf 60,6 ± 23,7 %. Die Ursache hierfür könnte 
gewesen sein, dass der Ultraschallstab die gesamte Ultraschallenergie über eine 2 mm-Spitze 
direkt in die Probe einbrachte, während im Ultraschallbad die Glaskolben in ein Volumen von 
ca. 1,5 Liter Wasser eintauchten, und die Ultraschallenergie neben dem Wasser zusätzlich die 
Barriere des Glaskolbens überwinden musste, ehe sie die Probe erreichte. Außerdem bringt 
die Beschallung mit dem Ultraschallstab an der Flüssigkeitsoberfläche viel Luft in die 
Formulierungen ein (Schaumbildung während der Beschallung und später beim Schütteln der 
Suspensionen)97. Die enthaltene Luft führte zu einer erhöhten Ultraschallkontrastintensität. 
Die nanoskaligen, liposmalen Ultraschallkontrastmittel erwiesen sich mit einer 
Zirkulationszeit von mehr als fünf Minuten im Flussmodell dem kommerziellen 
Kontrastmittel SonoVue ®, welches im Flussmodell nur eine zweiminütige Zirkulationsdauer 
zeigte, als überlegen. Erwartet worden war eine kürzere Zirkulationsdauer der neuen 
Formulierungen, da diese Luft enthielten, welche als ein gut wasserlösliches Gas schnell aus 
der Formulierung in die umgebende Flüssigkeit diffundieren sollte, während SonoVue® das 
wasserunlösliche Gas Schwefelhexaflourid enthielt, welches länger in den Bläschen verweilen 
und die Kontrastverstärkung länger aufrecht erhalten sollte. 
Eine Erhöhung der Menge von PEG40S von 2 mol% auf 9 mol% erzielte bei DPPC/PEG40S 
einen vergleichbaren Grauwert, jedoch mit einer kleineren Standardabweichung 
(25,6 ± 14,2 % für DPPC/PEG40S (98:2) und 24,9 ± 8,6 % für DPPC/PEG40S (91:9)). Bei 
DSPC/PEG40S stieg der Grauwert von 60,6 ± 23,7 % auf 66,4 ± 18,1 % durch Erhöhung der 
PEG40S-Menge. Bei Betrachtung der Ergebnisse aus Kapitel 3 und Kapitel 4 lässt sich 
mutmaßen, dass für einen guten Ultraschallkontrast nicht nur die Zusammensetzung der 
liposomalen Formulierungen eine Rolle spielt, sondern auch das Verhältnis von Liposomen 
zu Mizellen für eine starke und gleichmäßige Ultraschallkontrastverstärkung entscheidend 
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sein kann. Eine Erhöhung der PEG40S-Menge könnte die Anzahl von Mizellen in den 
getesteten Formulierungen steigern. Johnsson et al.84 stellten fest, dass eine Erhöhung der 
PEG-Lipid-Menge (DSPE/PEG2000 oder DSPE/PEG5000 oder DPPE/PEG5000) von 
4,5 mol% bis zu 68 mol% zunächst zu kontinuierlich mehr diskoidalen Mizellen, bei immer 
kleiner werdenden Durchmessern der runden Vesikel, führte, bis schließlich nur noch runde 
Mizellen vorhanden waren. Eine größere Menge Mizellen scheint die 
Ultraschallkontrastintensität zu erhöhen. 
Die DSPC/PEG40S Formulierung, mit dem molaren Verhältnis 91:9 mol% und der 
Herstellung mit dem Ultraschallstab, erwies sich im Experiment als der beste 
Kontrastverstärker, und wurde daher für die Experimente zum Plaque-Targeting verwendet. 
Um Antikörper an die Formulierung binden zu können, mussten Linkerlipide verwendet 
werden. Das Linkerlipid DPPE-CC band den Antikörper direkt an die Oberfläche. Das 
Linkerlipid DSPE-PEG2000-CC enthielt einen PEG-Spacer, der den Antikörper weit von der 
Oberfläche entfernt hielt. Die Cyanurchlorid-Gruppe verknüpfte den Antikörper mit den 
liposomalen Formulierungen. Durch die Beimischung der Linkerlipide kam es zu einem 
Kontrastanstieg von 66,4 ± 18,1 % auf 69,0 ± 34,9 % im Falle von DPPE-CC und auf 
89,5 ± 36,0 % im Falle von DSPE-PEG2000-CC. Nach der Kopplung mit Antikörpern sank 
der Grauwert etwas ab auf 34,9 ± 32,6 % bei DPPE-CC bzw. auf 36,5 ± 33,0 % bei DSPE-
PEG2000-CC. Siehe dazu Abbildung 25. Die genannten Werte wurden bei der Messung in 
Wasser ermittelt. Aber auch in TRIS-Albumin Puffer und in 10 %iger FCS-Lösung wurden 
nach der Antikörperkopplung abgeschwächte Werte erhalten, was auch in auch Abbildung 26 
zu sehen ist. Die Abschwächung der Kontrastintensität könnte durch eine Abschirmung der 
Liposomen gegen den Ultraschall, durch die gekoppelten Antikörper, die die Oberfläche 
aufgrund ihrer, im Verhältnis zum Liposom, großen Größe abschirmen könnten, verursacht 
worden sein. Auch Tiukinhoy-Laing et al. 9 fanden einen kleineren mittleren Grauwert für mit 
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tPA (Gewebeplasminogenaktivator)-gekoppelten liposomalen Ultraschallkontrastmitteln im 
Vergleich zu den nicht-gekoppelten Liposomen. Die Kontrastverstärkung der mit Antifibrin 
gekoppelten liposomalen Formulierungen war jedoch ausreichend hoch, um ein erfolgreiches 
Targeting zu garantieren. 
In Abbildung 26 ist zu erkennen, dass Plasmaproteine wenig Einfluss auf die Kontraststärke 
hatten. Selbst in FCS zeigten alle Formulierungen sehr gute Kontraststärken, mit Ausnahme 
von DSPC/PEG40S/DSPE-PEG200-CC, welches in FCS eine Kontrastabschwächung auf 
53,9 % aufwies, im Vergleich zum Grauwert in Wasser (89,5 ± 36,0 %). Nach der Kopplung 
mit Antikörpern, gab es nur noch einen sehr schwachen Unterschied zwischen den 
verschiedenen Medien in Bezug auf Kontraststärke. Die Ultraschallkontraststabilität der 
Formulierungen ließ sich auf das enthaltende PEG40S zurückführen, da die PEG-Ketten auf 
der Oberfläche eine Proteinanheftung an die Oberfläche verhindern 98, 99. 
Zusammenfassend konnte bei der Herstellung der liposomalen Ultraschallkontrastmittel mit 
dem Ultraschallbad bereits eine sichtbare Kontrastverstärkung erreicht werden, welche durch 
die Verwendung eines Ultraschallstabes deutlich gesteigert werden konnte. Die Erhöhung der 
PEG40S-Konzentration (Herstellung mit dem Ultraschallstab) erzielte nochmals höhere 
mittlere Grauwerte. Die höchsten Grauwerte wurden durch Zusatz der Ankerlipide DPPE-CC 
und DSPE/PEG2000-CC zur DSPC/PEG40S-Formulierung (91:9) erreicht, welche nach der 
Kopplung der Antifibrin Antikörper wieder etwas sanken. Die Zirkulationszeit der neuen, 
liposomalen Formulierungen war zudem der von SonoVue® deutlich überlegen. Außerdem 
beeinflusste das Vorhandensein von Proteinen die Ultraschallkontrastverstärkung der 
liposomalen Ultraschallkontrastmittel nur wenig. Somit war es möglich liposomale 
Ultraschallkontrastmittel zu entwickeln, deren Größen im Nanometerbereich lagen und die 
allein mit der enthaltenen Luft eine starke und langanhaltende Kontrastverstärkung bewirken 
konnten und erweisen sich damit dem kommerziellen SonoVue®, dessen Größe der Bläschen 
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im Mikrometerbereich liegen und das das wasserunlösliche Schwefelhexaflourid zur 
Kontrastverstärkung beinhaltet, als ebenbürtig.  
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5. VERBESSERUNG DES ULTRASCHALLKONTRASTES 
In den Kapiteln 3 und 4 wurde der Einfluss von Lipidmischung, und dem daraus 
resultierenden Mizellen-Liposom-Verhältnis, auf die Ultraschallkontrastverstärkung 
untersucht. Im folgenden Kapitel werden nun die Ergebnisse zu den Versuchen, den 
Ultraschallkontrast weiter zu verbessern, vorgestellt. Hierbei wurden Variationen beim 
Herstellungsverfahren, verschiedene Lipidmischungen und der Einfluss des Gefriertrocknens 
genauer untersucht.  
 
5.1 ERGEBNISSE 
 
5.1.1 HERSTELLUNGSMETHODEN 
Methode A): 
Der einfachste Weg die Ultraschallkontrastmittel herzustellen, war die Herstellung im 
Ultraschallbad. Die beiden unterschiedlichen Lipidfilme (DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S 
je 91:9 mol%) wurden im Ultraschallbad für eine Stunde bei 65 °C inkubiert und 
anschließend für 1, 2, 3, 4 oder 5 Minuten beschallt. 
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Abbildung 27: Ultraschallkontraste nach Herstellung mit dem Ultraschallbad. 
 
Das Fluss-Modell zeigte nur schwach erkennbare Kontrastverstärkung. Das beste Ergebnis für 
DPPC/PEG40S wurde bei Beschallung für 1 und 2 Minuten erzielt (7,28 ± 4,99 % und 
11,01 ± 11,18 %), allerdings mit hohen Standardabweichungen. Längere Beschallung führte 
zu einer Abschwächung der Ultraschallkontrastintensität, bei gleichzeitiger Verringerung der 
Standardabweichung. Der beste Wert für DSPC/PEG40S lag bei 4,32 ± 1,03 %, welcher mit 
dreiminütiger Beschallung erzielt wurde. DSPC/PEG40S und DPPC/PEG40S zeigten bei 
Beschallung für 3, 4 und 5 Minuten die gleichen Ergebnisse mit 4 - 5 %, 3,7 % und ~2,5 % (s. 
Tabelle im Anhang). Wie in Abbildung 27 deutlich zu erkennen ist, waren die mittleren 
Grauwerte aller Lipidmischungen deutlich niedriger als der Grauwert von SonoVue ®. 
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Methode B): 
Bei dieser Methode wurden die Proben nach dem einstündigen Inkubieren mit dem 
Ultraschallstab im warmen Wasserbad behandelt. Zunächst erfolgte eine dreiminütige 
Beschallung mit dem Ultraschallstab, nahe am Boden des Kolbens, mit konstantem 
Ultraschall bei drei verschiedenen Amplituden (10, 30 und 50 %) und anschließend wurde der 
Stab nahe an die Oberfläche der Flüssigkeit gebracht und diese für 10, 20, 30 und 
40 Sekunden mit 97 % Amplitude (maximale Amplitude) und gepulstem Ultraschall (20 %) 
beschallt. 
 
Abbildung 28: Ultraschallkontraste nach  Herstellung mit dem Ultraschallstab 
(Methode B), bei verschiedenen Amplit uden der konstanten Schallabgabe und 
verschiedenen Beschallungszeiten des gepulsten Ultraschalls. 
 
 5. VERBESSERUNG DES ULTRASCHALLKONTRASTES  
 
88 
 
Bei der DPPC/PEG40S Formulierung konnten die größten mittleren Grauwerte bei 
konstantem Ultraschall nahe des Kolbenbodens mit 50 % Amplitude, gefolgt von 
10 Sekunden bzw. 40 Sekunden gepulstem Ultraschall, nahe an der Flüssigkeitsoberfläche 
erreicht werden. Die Maximalwerte lagen bei 72,35 ± 10,48 % bzw. 77,33 ± 24,45 %. Den 
niedrigsten Grauwert von 16,66 ±5,27 % erzielte die Herstellung mit konstantem Schall mit 
10 % Amplitude gefolgt von 30 Sekunden gepulstem Ultraschall. Abbildung 28 zeigt, dass 
10 Sekunden bzw. 40 Sekunden Beschallung, mit gepulstem Schall, größere Grauwerte 
erzielten, als 20 bzw. 30 Sekunden gepulster Ultraschall, egal mit welcher Amplitude die 
konstante Beschallung nahe am Boden des Kolbens durchgeführt wurde. 
Bei der DSPC/PEG40S Formulierung konnte der höchste Grauwert mit (57,45 ± 28,81 %) mit 
10 % Amplitude (konstanter Schall) und 10 Sekunden gepulster Schall erreicht werden. Der 
kleinste mittlere Grauwert wurde mit 30 % Amplitude (konstanter Schall) und 40 Sekunden 
gepulster Beschallung erzielt (27,54 ± 20,79 %). Siehe dazu auch Abbildung 28 sowie Tabelle 
im Anhang. 
 
5.1.2 LIPIDZUSAMMENSETZUNG 
Veränderungen der Lipidzusammensetzung können ebenfalls einen Einfluss auf die 
Kontrastverstärkung haben. Deshalb wurde die Ultraschallkontrastverstärkung verschiedener 
Lipidmischungen untersucht. 
Dazu wurden 2, 5 und 10 mol% Tetraetherlipide (TEL) bzw. 10 mol% DPPE zu den ersten 
Lipidmischungen (DPPC/CH, DPPC/PEG40S (98:2), DSPC/PEG40S (98:2)) gegeben. 
Weitere Mischungen waren DPPC/DPPE-MPEG5000 und DSPC/DPPE-MPEG5000 (je 91:9) 
sowie DMPC/PEG40S, DPPE/PEG40S, DPPG/PEG40S und DOTAP/PEG40S (je 98:2 und 
91:9). Die mittleren Grauwerte sind in Abbildung 29 zusammengestellt. 
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Abbildung 29: Darstellung des Ultraschallkontrastes verschiedener Lipidmischungen im 
Vergleich zu SonoVue ® (s.a. Tabelle im Anhang). 
 
DPPC/CH/TEL (65:25:10), DPPC/PEG40S/TEL (98:2:2), DSPC/DPPE-MPEG5000 (91:9), 
DPPC/PEG40S/DPPE (98:2:10), DMPC/PEG40S (98:2 und 91:9), DPPG/PEG40S (98:2 und 
91:9) sowie DOTAP/PEG40S (98:2 und 91:9) zeigten keinen Ultraschallkontrast. Die 
geringste Kontrastverstärkung zeigte DPPC/DPPE-MPEG5000 (91:9) mit 4,4 %. Darauf 
folgen DPPE/PEG40S (91:9) mit 18,7 %, DPPE/PEG40S (98:2) mit 18,7 %, 
DSPC/PEG40S/TEL (98:2:10) mit 25,8 % und DSPC/PEG40S/TEL (98:2:2) mit 28,0 %. 
Werte über 30 % erreichten DSPC/PEG40S/TEL (98:2:5) (32,8 %) und 
DSPC/PEG40S/DPPE (98:2:10) (46,4 %). Die besten Ergebnisse wurden mit 
DPPC/PEG40S/TEL mit den molaren Verhältnissen 98:2:5 und 98:2:10 erzielt, mit den 
mittleren Grauwerten 77,4 % und 81,3 %. 
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5.1.3 GEFRIERTROCKNEN 
Auch der Einfluss des Gefriertrocknens auf die Ultraschallkontrastverstärkung wurde 
untersucht. Von den hergestellten Proben wurde eine bestimmte Menge entnommen, 
lyophilisiert und die Ultraschallkontraste sofort nach dem Rekonstituieren der Lyophilisate 
bestimmt. SonoVue ® ist ebenfalls als gefriergetrocknetes Pulver auf dem Markt. 
Bei Herstellung der Formulierungen mit dem Ultraschallbad war bei der DPPC/PEG40S 
Formulierung nach dem Gefriertrocknen eine deutliche Erhöhung der mittleren Grauwerte zu 
beobachten (s.a. Abbildung 30).  
 
Abbildung 30: Vergleich der Ultrascha llkontrastverstärkung vor und nach dem 
Gefriertrocknen. (Methode A in Kapitel 5.1.1.) 
 
Zuvor lagen die Werte bei max. 11,01 ± 11,18 %, bei Beschallung für zwei Minuten, nach 
dem Gefriertrocknen stieg die Kontrastintensität auf mind. 25,88 ± 28,96 %, bei Beschallung 
 5. VERBESSERUNG DES ULTRASCHALLKONTRASTES  
 
91 
 
für fünf Minuten, und im besten Fall sogar auf 63,32 ± 11,63 %, bei Beschallung im 
Ultraschallbad für eine Minute. Die DSPC/PEG40S Formulierung zeigte ebenfalls eine starke 
Erhöhung der Kontrastintensität nach dem Gefriertrocknen, allerdings war hier der 
Maximalwert 18,9 ± 12,78 %, bei Beschallung für eine Minute. Aber auch der Minimalwert 
(7,97 ± 5,28 %) dieser Messung überstieg den Maximalwert von vor dem Gefriertrocknen 
(4,32 ± 1,03 %) um ungefähr das Doppelte. 
Wurden die Formulierungen mit dem Ultraschallstab statt mit dem Ultraschallbad hergestellt, 
ergaben sich bereits für die frisch hergestellten Suspensionen sehr hohe Kontrastintensitäten. 
 
Abbildung 31: DPPC/PEG40S-Formulierung vor und nach dem Gefriertrocknen im 
direkten Vergleich (Methode B in Kapitel 5.1.1). 
 
Bei der DPPC/PEG40S Formulierung ergab sich für beinahe alle Variationen der 
Herstellungsmethode, nach dem Lyophilisieren, eine deutliche Kontrastverbesserung. Dies ist 
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in Abbildung 31 gut zu sehen, in der, wieder zum besseren Vergleich, die mittleren Grauwerte 
der Mischungen vor dem Gefriertrocknen mit eingefügt wurden. Der geringste Grauwert nach 
dem Gefriertrocknen war 49,33 ± 23,76 %, bei 50 % Amplitude (konstanter Schall) und 
20 Sekunden gepulstem Schall. Der höchste Grauwert war 71,07 ± 22,74 %, bei 10 % 
Amplitude (konstanter Schall) und 40 Sekunden gepulstem Schall. Nach dem Lyophilisieren 
lagen die mittleren Grauwerte alle in einem Bereich von ~50 - ~71 %, unabhängig von der 
Amplitude des konstanten Schalls oder der Beschallungsdauer des gepulsten Schalls. Alle 
Grauwerte, mit Ausnahme der Beschallung mit 50 % Amplitude konstantem Schall gefolgt 
von 10 bzw. 40 Sekunden gepulstem Schall, überstiegen nach dem Lyophilisieren diejenigen 
von vor dem Gefriertrocknen. Zu den genauen Grauwerten siehe Tabelle im Anhang. 
 
Abbildung 32: DSPC/PEG40S Formulierung  vor und nach dem Gefriertrocknen im 
direkten Vergleich (Methode B in Kapitel 5.1.1). 
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In Abbildung 32 sind die Kontrastintensitäten der DSPC/PEG40S Formulierung vor und nach 
dem Lyophilisieren gegenüber gestellt. Der niedrigste Grauwert nach dem Lyophilisieren war 
38,84 ± 27,28 %, bei 50 5 Amplitude konstanter Schall gefolgt von 20 Sekunden gepulstem 
Schall. Der höchste Grauwert konnte mit 30 % Amplitude (konstanter Schall) und 
10 Sekunden gepulstem Schall erzielt werden (66,12 ± 24,94 %). Bei jeder Variation der 
Herstellungsmethode, war nach dem Gefriertrocknen entweder ein annähernd gleich 
bleibender Grauwert (minimale Verringerung) oder eine Erhöhung der mittleren Grauwerte zu 
sehen. Zu den genauen Grauwerten siehe Tabelle im Anhang. 
Abbildung 33 zeigt die mittleren Grauwerte verschiedener Lipidmischungen vor und nach 
dem Lyophilisieren (siehe dazu Kapitel 4 Abbildung 25 und Kapitel 5 Abbildung 29). 
 
Abbildung 33: Vergleich zw ischen Ultraschallkontrastintensitäten der frisch 
hergestellten Mischungen und nach dem Gefr iertrocknen (bei den Mischungen ohne 
Fehlerbalken wurde nur jeweils eine Probe vermessen) (s.a. Tabelle im Anhang). 
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Nach dem Gefriertrocknen überstieg beinahe bei jeder Lipidmischung der mittlere Grauwert 
die Grauwerte der Lipidmischungen vor dem Gefriertrocknen. DPPC/PEG40S/TEL (98:2:10) 
erzielte nach dem Gefriertrocknen mit 103,1 % einen höheren Grauwert als SonoVue®. 
DPPC/CH/TEL, DPPC/PEG40S/TEL (98:2:2) und DSPC/DPPE-MPEG5000 (91:9) zeigten 
vor dem Gefriertrocknen so gut wie keinen Kontrast. Nach dem Lyophilisieren konnte jedoch 
eine Kontrastverstärkung von 19,5 %, 74,2 % und 61,5 % festgestellt werden. Bei 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC, DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC und DSPC/PEG40S/DSPE-
PEG2000-CC-AK sank der mittlere Grauwert nach dem Lyophilisieren stark ab, von 
86,3 ± 3,9 % auf 60,6 % bzw. von 85,9 ± 18,3 % auf 16,6 % bzw. von 52,2 ± 45,0 % auf 
35,8 %. Bei DPPC/CH veränderte sich der mittlere Grauwert durch das Gefriertrocknen 
kaum. 
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5.2 DISKUSSION 
Da in Kapitel 4 bei der Messung der Ultraschallkontrastverstärkung bereits gezeigt wurde, 
dass unterschiedliche Herstellungsmethoden, unterschiedliche Zusammensetzung der 
Lipidmischung und auch Gefriertrocknung einen Einfluss auf die Kontrastintensität hatten, 
wurden diese Zusammenhänge, in einer breiter angelegten Experimentalreihe, genauer 
untersucht. 
Variationen bei der Herstellung der beiden Mischungen, DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S, 
im molaren Verhältnis 91:9 waren hierbei von besonderem Interesse. 
Die Verwendung des Ultraschallbades zur Herstellung der Kontrastmittel erbrachte geringe 
Kontrastintensitäten. Das durchgeführte Experiment mit unterschiedlich langen 
Beschallungszeiten führte mit keiner der beiden Lipidmischungen zu einem 
zufriedenstellenden Ergebnis. Ein maximaler Grauwert von 11,01 ± 11,18 % wurde für 
DPPC/PEG40S mit zwei Minuten Beschallungszeit und ein maximaler Grauwert von 
4,32 ± 1,03 % für DSPC/PEG40S nach drei Minuten Beschallung erzielt. Die Grundlage zur 
Herstellung der liposomalen Formulierungen mit dem Ultraschallstab basierte auf Kim et 
al. 97. Sie mischten verschiedene Lipide, u.a. DSPC, mit PEG40S im molaren Verhältnis 91:9 
und erhielten eine Mischung von verschiedenen Liposomengrößen zwischen 200 nm und 
mehreren µm. Nur die größeren Liposomen waren interessant und man trennte diese für 
weitere Experimente von den kleineren ab. Die bei uns angewandte Variante unterschied sich 
von der in der Literaturquelle, in der Verwendung von gepulstem Schall bei Beschallung nahe 
an der Flüssigkeitsoberfläche und der Verwendung einer kleineren Spitze am Ultraschallstab 
(in der Literatur konstanter Ultraschall nahe an der Flüssigkeitsoberfläche mit einer 12,5 mm-
Spitze 97). Außerdem erwärmte der verwendete Ultraschallstab die Proben nicht während der 
konstanten Beschallung, was bei Kim et al. jedoch beschrieben wurde 97, sodass die 
Lipidmischungen für das Experiment in einem Wasserbad auf 65 °C erwärmt werden 
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mussten, damit die Phasenübergangstemperatur überschritten werden konnte, was für die 
Herstellung von liposomalen Formulierungen entscheidend ist. Es wurde ebenfalls eine 
multimodale Größenverteilung erhalten, jedoch mit kleineren Größen, die sich auf zwei 
Fraktionen aufteilten (70 nm und 200-300 nm) (s.a. Kapitel 3). Die Ergebnisse der 
Ultraschallkontrastverstärkung fielen nun deutlich besser aus, als bei Herstellung mit dem 
Ultraschallbad. Grauwerte zwischen 16,66 ± 5,27 % und 77,33 ± 24,45 % für DPPC/PEG40S 
und Grauwerte zwischen 27,54 ± 20,79 % und 57,45 ± 28,81 % für DSPC/PEG40S wurden 
für die verschiedenen Einstellungen (unterschiedliche Amplituden und Beschallungszeiten) 
erhalten. Die DSPC/PEG40S Formulierung zeigt sich, bei beinahe bei jeder Variation der 
Einstellungen der DPPC/PEG40S Formulierung überlegen. Nur bei 50 % Amplitude des 
konstanten Schalls und 10 und 40 Sekunden Beschallung mit gepulstem Schall übertraf die 
DPPC/PEG40S Formulierung die DSPC/PEG40S Formulierung. Der Grund für die 
ultraschallkontrastverstärkenden Eigenschaften der liposomalen Formulierungen wird in der 
bei diesem Verfahren nachweislich mit dem Ultraschallstab eingearbeiteten Luft vermutet 
(Schaumbildung beim Beaschallen) 97. Die sehr niedrigen Grauwerte bei Beschallung im 
Ultraschallbad waren vermutlich darauf zurück zu führen, dass nicht genügend Luft in die 
liposomalen Formulierungen eingebracht werden konnte, da auch nur eine geringe 
Schaumbildung während der Beschallung zu erkennen war. 
Die Verwendung verschiedener Lipidmischungen sollte zeigen, welche weiteren Mischungen 
als Kontrastmittel verwendet werden können. Dabei kristallisierten sich besonders die 
Tetraetherlipidzusätze heraus. Tetraetherlipide sind Lipide, die aus Archaebakterien 
(Thermoplasma Acidophilum) gewonnen werden. Das sind Bakterien, deren optimale 
Lebensbedingungen eine Temperatur von 56 °C und ein pH von zwei sind 100. Die besondere, 
cyclische Struktur mit den vier Etherbindungen, der aus den Bakterien gewonnen 
Tetraetherlipide (TEL), macht, aus ihnen hergestellte Liposomen, physikalisch und chemisch 
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wesentlich stabiler, als klassische Liposomen 101. Die DPPC/PEG40S/TEL-Mischungen 
erwiesen sich hier den DSPC/PEG40S/TEL-Mischungen überlegen.  
SonoVue® wurde bei allen Experimenten als Vergleichsstandard verwendet. Da es als 
gefriergetrocknetes Pulver auf dem Markt ist, war es interessant zu überprüfen, ob auch die 
DPPC/PEG40S und die DSPC/PEG40S Mischungen ein verändertes Ultraschallverhalten 
nach dem Gefriertrocknen aufweisen. Die Mischungen wurden ohne zusätzliches Cryo-
Schutzmittel lyophilisiert, da die langen PEG-Ketten, die bereits in der Mischung enthalten 
waren, ausreichend Schutz bieten sollten und zusätzlich konnte dadurch auf unnötige 
Zusatzsubstanzen verzichtet werden. Die Ultraschallkontrastmessungen der 
gefriergetrockneten Mischungen zeigte, dass die Kontrastintensität der im Ultraschallbad 
hergestellten Formulierungen deutlich anstieg und Grauwerte zwischen 25,88 ± 28,96 % und 
63,32 ± 11,63 % für die DPPC/PEG40S Formulierung und Werte zwischen 7,97 ± 5,28 % und 
18,9 ± 12,78 % für die DSPC/PEG40S Formulierung erzielt werden konnten. Auch bei den 
DPPC/PEG40S Formulierungen, die mit dem Ultraschallstab hergestellt wurden, stieg die 
Kontrastintensität nach dem Lyophilisieren nochmal deutlich an. Bei den DSPC/PEG40S 
Formulierung war nur ein leichter Anstieg der Kontrastintensität durch das Gefriertrocknen 
festzustellen. Jedoch war nach dem Gefriertrocknen nur noch wenig Unterschied zwischen 
den verschiedenen Einstellungen bei der Herstellung zu sehen und beide Formulierungen 
zeigten nach dem Gefriertrocknen eine Kontrastverstärkung zwischen 50 und 70 %. Bei der 
Herstellung von Ultraschallkontrastmitteln werden die Mischungen häufig gefriergetrocknet16, 
102. Zum Schutz der Formulierungen werden bestimmte Zucker als Cryo-Schutzmittel 
verwendet, bspw. Mannitol, Sucrose oder Trehalose103. Mannitol bietet den geringsten Schutz, 
da es die Kristallisation von Wasser nicht ausreichend verhindert und dadurch die Lipidhülle 
der Formulierungen zerstört, wodurch Luft eindringen kann 104. Zucker, die die Bildung von 
Eis aus Wasser komplett verhindern, bspw. Sucrose und Trehalose, schützen die Lipidhülle 
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vor Rissen. Der Ultraschallkontrast wurde bei Verwendung dieser Cryo-Schutzmittel 
schlechter103. Da sich die mittleren Grauwerte der DPPC/PEG40S und DSPC/PEG40S 
Mischungen nach dem Lyophilisieren verbessert hatten, kann davon ausgegangen werden, 
dass der Schutz durch die PEG-Ketten nicht komplett war, sondern, wie für Mannitol 
beschrieben, evtl. Risse in der Lipidhülle auftraten, in die Luft eindrang, welche beim 
Resuspendieren des Pulvers in der Hülle eingeschlossen wurde. Dies verstärkte den Kontrast 
sowohl bei den Formulierungen, die durch die Herstellung mit dem Ultraschallstab sowieso 
bereits Luft enthielten, als auch bei den mit dem Ultraschallbad hergestellten Formulierungen, 
die niedrige mittlere Grauwerte erzielten und durch das Gefriertrocknen eine starke Erhöhung 
der Kontrastintensität aufwiesen. Das gleiche gilt auch für die verschiedenen 
Lipidmischungen, die teilweise vor dem Gefriertrocknen keinerlei Kontrastverstärkung 
zeigten. 
Die Untersuchung der verschiedenen Herstellungsmethoden zeigte, dass bei der Herstellung 
mit dem Ultraschallstab, bei beiden getesteten Lipidformulierungen immer hohe mittlere 
Grauwerte erzielt werden konnten. Diese Erhöhung der Kontrastintensität wird auf bei der 
Herstellung eingearbeitete Luft zurückgeführt. Die Mischung verschiedener Lipide zeigte, 
dass vor allem die Tetraetherlipide vielversprechende Zusätze, vor allem für die 
DPPC/PEG40S-Mischungen waren, und deren Ultraschallkontrastintensität vermutlich durch 
eine Stabilisierung der Hülle verbessern konnten. Die Gefriertrocknung konnte ebenfalls bei 
fast allen liposomalen Formulierungen die Kontraststärke erhöhen, was auch hier auf 
Lufteinschlüsse während des Lyophilisierens zurückgeführt wurde. 
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6. MESSUNG ELASTISCHER EIGENSCHAFTEN AM BEISPIEL VON POLYMER-
NANOPARTIKELN 
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse zu den Kraftmessungen von Polymer-
Nanopartikeln gezeigt, die als Testobjekt für ein Modellsystem zur Bestimmung elastischer 
Eigenschaften nanoskaliger Systeme dienten. Es sollte untersucht werden, ob unterschiedliche 
Elastizitäten der liposomalen Formulierungen für unterschiedliche 
Ultraschallkontrastintensitäten verantwortlich sein können. Da die Ultraschallkontrastmittel 
sehr labil sind, wurde das Modellsystem zunächst mit PLGA-Nanopartikeln aufgebaut. Die 
viskoelastischen Eigenschaften von nanoskaligen Systemen können mit dem 
Rasterkraftmikroskop ermittelt werden, das nicht nur in der Lage ist, die Topografie von 
nanoskaligen Substanzen darzustellen, sondern ebenfalls die elastischen Eigenschaften 
solcher Substanzen zu messen. Im vorliegenden Versuchsaufbau wurden der Einfluss von 
verschiedenen Partikelgrößen und der Lagerungsdauer auf den Elastizitätsmodul untersucht. 
Unterschiedliche Rührgeschwindigkeiten bei der Herstellung der Nanopartikel steuerten deren 
Radius. Anschließend wurden die verschiedenen Partikelgrößen (150, 200, 250 und 300 nm) 
über einen Zeitraum von sieben Tagen mit dem Rasterkraftmikroskop untersucht und die 
Elastizitätsmodule (E-Modul oder Young Modul [MPa]) bestimmt. 
 
6.1 ERGEBNISSE DER KRAFTMESSUNGEN 
Zwei Minuten nach Aufbringen der Nanopartikelsuspensionen auf Glasobjektträger, deren 
Oberflächen zuvor mit Aminosilan positiv geladen wurden, um eine bessere Haftung der 
negativ geladenen Nanopartikel auf der Glasoberfläche zu gewährleisten, wurde der 
Überstand abgeklopft und der Objektträger mit Druckluft getrocknet. Zunächst erfolgte die 
Aufnahme eines Übersichtsbildes mit der Kraftspitze im „intermittent contact (air)“-Modus, 
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um die Partikel zu lokalisieren. Die Auswahl der gewünschten Partikelgröße geschah nach 
Bestimmung der Partikelhöhe. In Abbildung 34 ist ein Höhenbild von Nanopartikeln als 
Beispiel gegeben. Die schwarze Linie (s.a. blauen Pfeil) markiert den Querschnitt durch einen 
Partikel. Im unteren Teil des Bildes ist dieser Querschnitt dargestellt. Hier kann man 
erkennen, dass die Nanopartikel deutlich breiter als hoch erschienen (400 nm breit und 200 
nm hoch). Um Verfälschungen der Messergebnisse, durch Einflüsse der Partikel selbst oder 
durch den Untergrund zu vermeiden, wurden die Partikel anhand ihrer Höhe ausgewählt und 
die maximale Eindrücktiefe der AFM-Spitze auf 10 % dieser Partikelhöhe festgelegt 70, 73.  
 
Abbildung 34: Exemplarische Darstellung von Nanopartikeln. Die schwarze Linie (s.a. 
blauen Pfeil) im oberen Teil des Bildes z eigt den Partikel und die Stelle an welcher der 
Querschnitt gemacht wurde. Im unteren Teil des Bildes ist der Querschnitt du rch den 
Nanopartikel zu sehen. Deutlich zu erke nnen ist der größere Durchmesser im Vergleich 
zur Partikelhöhe. 
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Anschließend wurden fünf Partikel markiert und auf jedem Nanopartikel zehn 
Kraftmessungen ausgeführt. Daraufhin war es nötig, noch einmal ein Bild der Partikel zu 
machen, um sicher zu gehen, dass diese während der Messung nicht verrutscht sind. Die 
erhaltenen Kraftkurven (Weg-Zeit-Diagramme) wurden mit der geräteeigenen Software (JPK 
Image Processing) ausgewertet und dabei das Hertzmodel nach Sneddon für das Paraboloid 
zu Grunde gelegt und eine Poisson-Zahl von 0,5 für nicht komprimierbare Materialien 
gewählt 70. 
 
Abbildung 35:Elastizitätsmodule der vier ve rschiedenen Polymer-Nanopartikel-Größen 
gemessen über einen Zeitraum von sieben Tagen. 
 
Am Tag der Herstellung variierte das Young Modul der vier verschiedenen Partikelgrößen 
zwischen 225,5 ± 73,0 MPa (200 nm), 240,7 ± 122,8 MPa (300 nm), 337,1 ± 176,8 MPa 
(250 nm) und 595,0 ± 129,9 MPa (150 nm). Es war kein Zusammenhang zwischen 
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Elastizitätsmodul und Partikelgröße zu sehen. Auch an den folgenden sieben Messtagen 
konnte kein Zusammenhang zwischen Partikelgröße und Elastizitätsmodul gefunden werden. 
Am Tag nach der Herstellung stieg der Wert für das Young Modul bei drei Partikeln auf ~ 
890 MPa bis knapp 2000 MPa stark an. Nur der Elastizitätswert der 200 nm-Partikel fiel ab 
auf ~160 MPa. An Tag zwei nach der Herstellung blieb der Wert für die 300 nm-Partikel 
konstant bei ~2000 MPa, während für die anderen Partikelgrößen die Young Module weiter 
anstiegen, auf ~2000, ~3000 und ~3400 MPa. An Tag drei sanken die Werte wieder ab (mit 
Ausnahme der 200 nm-Partikel) und am darauffolgenden war wieder ein Anstieg der Werte 
zu erkennen. In Abbildung 35 ist diese wellenförmige Fluktuation zu erkennen.  
Die Werte der Standardabweichung waren teilweise sehr groß, mit Ausnahme der Messungen, 
die gleich nach der Herstellung der Nanopartikel durchgeführt wurden. Der maximale 
Elastizitätsmodul wurde mit den 100 nm – Partikeln an Tag 6 mit ~ 4300 MPa erreicht. Der 
kleinste Wert wurde an Tag 2 bei den 200 nm – Partikeln gemessen mit 163,1 MPa. Siehe 
dazu auch Tabelle 6 und Abbildung 35. 
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Tabelle 6:Young Module der verschiedenen Partikelgrößen im Laufe der Lagerung. 
 
 
Lagerung 
[Tage] 
 
150 nm 
 
Young Modul 
[MPa] 
200 nm 
 
Young Modul 
[MPa] 
250 nm 
 
Young Modul 
[MPa] 
300 nm 
 
Young Modul 
[MPa] 
 
0 
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
 
595,0 ± 129,9 
 
885,6 ± 250,4 
 
2798,0 ± 1454,0 
 
1511,6 ± 997,9 
 
246,1 ± 146,7 
 
2581,6 ± 715,5 
 
4299,2 ± 887,7 
 
2567,5 ± 1484,47 
 
225,5 ± 73,0 
 
163,1 ± 25,5 
 
1955,5 ± 1943,33 
 
2833,2 ± 1712,3 
 
1063,2 ± 877,7 
 
2997,0 ± 681,5 
 
3443,9 ± 804,8 
 
1129,5 ± 222,2 
 
337,1 ± 176,8 
 
1488,9 ± 601,8 
 
3386,7 ± 800,8 
 
248,1 ± 76,4 
 
1797,2 ± 1251,3 
 
2765,4 ± 602,8 
 
3388,0 ± 1540,8 
 
1463,4 ± 634,3 
 
240,7 ± 122,8 
 
1956,2 ± 1445,8 
 
2014,2 ± 876,7 
 
1313,5 ± 819,4 
 
1772,2 ± 660,7 
 
2347,5 ± 1040,3 
 
2692,9 ± 887,7 
 
443,2 ± 306,7 
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6.2 DISKUSSION 
Ultraschall bringt die in Ultraschallkontrastmitteln enthaltenen Gasbläschen zum Oszillieren. 
Die Kontrastmittel sind, aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften zwischen dem 
enthaltenen Gas und dem umgebenden Medium, starke Reflektoren der Ultraschallwellen. 
Neben dem Radius und der Ultraschallfrequenz ist die Reflexion der Ultraschallwelle von der 
Kompressibilität zwischen Gasbläschen und dem umgebenden Gewebe abhängig 1. Zur 
Messung der Kompressibilität von verschiedenen Materialien eignet sich das AFM, da damit 
mechanische Eigenschaften sowohl von Bulkmaterial als auch von individuellen Partikel oder 
auch Liposomen bei gleichzeitiger bildlicher Darstellung der untersuchten Region vor und 
nach den Eindrückexperimenten durchgeführt werden können. Mit Kraft-Weg-Kurven kann 
die Elastizität des Materials als das Elastizitätsmodul oder auch Young Modul, berechnet 
werden105. Das Young modul ist eine Materialkonstante und bezeichnet den 
Materialwiderstand während Dehnung oder Komprimierung und ist unabhängig von der Art 
der Deformierung ist 68, 69. 
Als Testobjekt zum Aufbau eines Modellsystems zur Messung elastischer Eigenschaften 
wurden PLGA-Nanopartikel hergestellt und vermessen. Das Polymer PLGA ist ein von der 
FDA zugelassenes, bioverträgliches und bioabbaubares Co-Polymer106. Es wird eingesetzt in 
Wirkstofffreisetzungssystemen im Mikrometer107- und Nanometerbereich108 oder auch als 
Implantat-Material109. Bei diesen Anwendungen sind die mechanischen Eigenschaften, wie 
Härte oder Elastizität, von großer Bedeutung. Im vorliegenden Experiment wurden dabei 
nicht nur die Elastizitätsmoduln der verschiedenen Partikelgrößen bestimmt, sondern auch die 
Veränderungen der Elastizitätsmoduln durch das Abbauverhalten von PLGA über den 
einwöchigen Messzeitraum beobachtet. 
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Vier verschiedene Partikelgrößen (150, 200, 250 und 300 nm) wurden hergestellt und die 
Young Module an sieben aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Am Tag der Herstellung 
schwankte das Young Modul zwischen 225,5 ± 73,0 MPa (200 nm), 240,7 ± 122,8 MPa 
(300 nm), 337,1 ± 176,8 MPa (250 nm) und 595,0 ± 129,9 MPa (100 nm). Es konnte keine 
Größenabhängigkeit des Elastizitätsmoduls gefunden werden, weder am Tag der Herstellung, 
noch an den sieben darauffolgenden Tagen. Debreuil et al. führten ein ähnliches Experiment, 
ebenfalls mit dem Rasterkraftmikroskop, auf Polyelektrolytkapseln durch, die aus Natrium-
Polystyrolsulfonat und Polyallylaminhydrochlorid hergestellt wurden. Sie verglichen unter 
anderem, verschiedene Kapselgrößen und konnten einen Zusammenhang zwischen Größe und 
Young Modul finden. Das Elastizitätsmodul der 5 µm – Kapseln lag bei 1,3 ± 0,15 GPa und 
das der 10 µm – Kapseln bei 1,9 ± 0,2 GPa 110. Paik et al. untersuchten mit dem AFM das 
Young Modul von Polypropylen Nanopartikeln der Größen 200, 250, 370 und 500 nm. Es 
konnte keine Verbindung zwischen Partikelgröße und Elastizitätsmodul gefunden werden, 
was mit der komplizierten Anordnung der Polymerketten innerhalb der Partikel begründet 
wurde 105. Im Hinblick auf die Ergebnisse von Debreuil et al. und Paik et al. wird 
angenommen, dass ein Zusammenhang zwischen Partikelgröße und Young Modul erst im 
Mikrometerbereich zum Tragen kommt und nicht im nanoskaligen Bereich. Für PLGA 
(50:50) Bulkmaterial fanden Middleton et al. 111 und Van de Velde et al. 112 Young Module 
bei 2,0 GPa bzw. 2,5 GPa. Die für dieses Experiment hergestellten Nanopartikel zeigten 
deutlich kleinere Elastizitätsmodule zwischen 225 MPa und 600 MPa. Dies kann zum einen 
am Unterschied zwischen Bulk-Material und Nanopartikeln, zum anderen aber auch an den 
unterschiedlichen Messmethoden liegen (Messmethoden wurden nicht angegeben). 
Ein äußerst interessantes Ergebnis, im vorliegenden Experiment, war die wellenförmige 
Fluktuation der Elastizitätsmodule im Verlauf der sieben Tage der Untersuchung. Dies könnte 
mit dem Abbauverhalten von PLGA zusammenhängen. Eine wichtige Tatsache, zu Stabilität 
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und Abbauverhalten, wurde von Miller et al. 113 entdeckt: die Halbwertszeit von 100 % PGA 
(Poly-Glykolid) sank von fünf Monaten auf eine Woche, bei Mischung im Verhältnis 50:50 
mit PLA und stieg wieder auf sechs Monate an für reines PLA (Poly-Laktid). Das bedeutet, 
dass das PLGA 50:50 Co-Polymer, welches auch bei den vorliegenden Experimenten 
Verwendung fand, die kürzeste Halbwertszeit besitzt. Die Halbwertszeiten wurden für 
Implantat-Materialien bestimmt, die in Ratten eingepflanzt wurden. Variationen der 
Polymerzusammensetzung zwischen 75-100 % PLA und 25 - 0 % PGA führten zu 
verbesserten Halbwertszeiten von zwei Wochen bis sechs Monaten. Andere Arbeitsgruppen 
untersuchten das Abbauverhalten von implantiertem Material. Ge et al. 114 untersuchten bspw. 
gestrickte Polymer-Materialien. Sie verglichen Fäden, bestehend aus PLLA (Poly-L-Laktid) 
und PLGA (10:9), miteinander, nachdem sie in einer Strickmaschine gestrickt wurden. Das 
Young Modul der gestrickten Polymer-Materialien wurde in vitro für 4, 8, 12, 16 und 
20 Wochen getestet. Nach vier Wochen kam es zu einem Absinken des Young Moduls von 
~300 MPa auf ~180 MPa, und anschließend wieder zu einer kontinuierlichen Zunahme, bis zu 
Woche 20, auf ~280 MPa. Das Young Modul von extrudierten Polymer/Salz-Röhren, die aus 
PLGA 75:25 und PLLA bestehen, wurde von Widmer et al. 115 42 Tage lang getestet. Dabei 
wurde festgestellt, dass das Young Modul beider Polymere zunächst ab-, dann zu- und 
anschließend wieder abnahm. Der Trend war jedoch nicht signifikant. Es wurde 
angenommen, dass dieses Phänomen durch Quellung des Polymers verursacht wurde. 
PLGA und PLLA werden durch Hydrolyse abgebaut. Die Hydrolyse findet vor allem in der 
amorphen Phase dieser semi-kristallinen Materialien statt. Wasser dringt in den amorphen 
Bereich schneller ein, als in die kristallinen Bereiche und die Polymerketten beginnen sich 
abzubauen. Nachdem die amorphen Regionen durch Hydrolyse abgebaut wurden, beginnt der 
zweite Schritt des Polymerabbaus, der die kristallinen Bereiche mit einschließt. Der 
Kristallisationsgrad nimmt während der ersten Abbaustufe zu und nimmt in der zweiten Stufe 
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wieder ab 116. Langsamere Raten für die Hydrolyse wurden für andere aliphatische Polyester 
und Co-Polymere gefunden 106. Der Polymerabbau folgt außerdem einem heterogenen 
Mechanismus, bei dem der Abbau im Inneren schneller abläuft, als an der Oberfläche. Dies 
wird von den beim Abbau entstehenden Säuren (Milchsäure, Glykolsäure) verursacht, die in 
der Lage sind, den pH-Wert der Umgebung abzusenken, was wiederum die Hydrolyse der 
Ester-Bindungen weiter vorantreibt. Dieses Phänomen wird als Autokatalyse bezeichnet 117, 
118. 
Es wird daher vermutet, dass diese wellenförmige Fluktuation der Young Module der PLGA 
Nanopartikel durch Quellung und Abbauvorgänge innerhalb der sieben Tage des Experiments 
verursacht wurde. 
Die ersten Experimente zur Bestimmung elastischer Eigenschaften an Nanomaterialien waren 
für die PLGA-Nanopartikel erfolgreich und enthüllten gleichzeitig das Abbauverhalten des 
Co-Polymers während der einwöchigen Experimentalreihe. Der nächste Schritt sollte die 
Untersuchung der elastischen Eigenschaften der nanoskaligen Ultraschallkontrastmittel sein, 
um den Einfluss der Elastizität auf die Ultraschallkontrastverstärkung bestimmen zu können. 
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7. IN VITRO PLAQUE-TARGETING 
Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse zum Plaque-Targeting gezeigt. Zunächst wurde 
mit dem Rasterkraftmikroskop mittels fibrinmodifizierter Objektträger getestet, ob die 
Kopplung von Antifibrin an die Liposomen erfolgreich war und die Antigen-Antikörper-
Wechselwirkung funktioniert. Die Entwicklung eines ersten, einfachen in vitro-Plaque 
Modells ermöglichte das Untersuchen der Targeting-Fähigkeit der mit Antikörpern 
gekoppelten liposomalen Formulierungen im Ultraschall. Dieses in vitro-Modell wurde 
anschließend mit, in kleine Stücke geschnitten, Plaques (entnommen aus menschlichen 
Halsschlagadern) weiter modifiziert. 
 
7.1 ERGEBNISSE 
In Abbildung 36 ist der Unterschied zwischen unmodifizierten Glasobjektträgern und mit 
Fibrin modifizierten Glasobjektträgern dargestellt. In Abbildung 36A sieht man die glaseigene 
Struktur, die in 36B, nach der Modifizierung mit Fibrin, nicht mehr sichtbar war. In 
Abbildung 36C befinden sich DSPC/PEG40S/DPPE-CC-AK Liposomen auf den 
modifizierten Objektträger. Die Liposomen sind gut zu erkennen. Der Hintergrund wirkt 
etwas anders als in 36B, was von gespreitetem Lipid kommen könnte. In Kapitel 3 wurden die 
Partikelgrößen der Ultraschallkontrastmittel bestimmt und dabei festgestellt, dass diese aus 
zwei Fraktionen bestehen. In Abbildung 36C sind die in der Überzahl vorkommenden, sehr 
kleinen Partikel zu sehen. Die mit Antikörpern gekoppelten liposomalen Formulierungen 
banden erfolgreich an einer fibrinreichen Oberfläche. 
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Abbildung 36: A) unmodifiz ierter Glasobjektträger, B) mit Fibrin modifiz erter 
Glasobjektträger, C) Antifibrin-geko ppelte Liposomen auf dem modifiz ierten 
Glasobjektträger. 
 
Im darauffolgenden in vitro Experiment, mit künstlichen und später auch menschlichen 
Plaques, wurden schließlich das Targeting und die Bindungsstabilität unter Strömung genauer 
untersucht. 
In Abbildung 37A ist im markierten Bereich (weißes Oval) der Schlauchstreifen ganz leicht 
zu erkennen. Dies wurde durch, am Schlauchstreifen anhaftende, Luftblasen (durch das 
Installieren in das Flussmodell) hervorgerufen. Aber es sind keine hellen Plaques zu 
erkennen, was bedeutete, dass die künstlichen Plaques keine Eigenreflexion im 
Ultraschallbild verursachten. Anschließend wurden Liposomen, die nicht mit Antikörpern 
modifiziert waren, auf die künstlichen Plaques gegeben und der Schlauchstreifen nach kurzer 
Inkubationszeit in das Flussmodell eingesetzt. Es konnte, wie zu erwarten war, keine hellen 
Stellen im Ultraschallbild gesehen werden. Das bedeutete, dass die liposomalen 
Formulierungen auch nicht unspezifisch am Fibrin hafteten.  
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Abbildung 37: Schlauchstreifen im Flussmod el mit den künstlichen, fibrinreichen 
Plaques nach Z ugabe von: (A) unmodifiz ierten Liposomen, (B) DPPE-CC-AK, (C) 
DSPE-PEG2000-CC-AK, (D) DPPE-CC-AK  lyophilisiert, (E) DSPE-PEG2000-CC-AK 
lyophilisiert. 
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In Abbildung 37B und 37C sind helle Stellen zu erkennen (weiße Pfeile). Hier wurden die 
liposomalen Formulierungen mit dem kurzen (DPPE-CC) und dem langen Ankerlipid (DSPE-
PEG2000-CC) und anhängenden Antikörpern auf die Plaques gegeben. Wo sie haften blieben, 
waren sie als hell leuchtende Stellen zu erkennen und damit konnte die Plaque lokalisiert 
werden. In Abbildung 37D und 37E wurden die gleichen Formulierungen verwendet, wie bei 
37B und 37C, jedoch zuvor gefriergetrocknet. Auch hier sind die hellen Plaques zu erkennen 
(weiße Pfeile). 
 
In einem weiteren Experiment wurden zusätzlich zu den künstlichen, fibrinreichen Plaques, 
noch in kleinere Stücke geschnittene menschliche Plaques aufgeklebt, damit sie in das 
Flussmodell eingebracht werden konnten. In Abbildung 38 ist der Schlauchstreifen, mit rechts 
zweimal Fibrinpulver und links zwei Stücke der menschlichen Plaque, vor und während des 
in vitro-Experiments zu sehen (grün: inerter Kleber). Die Lücke zwischen den beiden 
„Plaque-Typen“ wurde bewusst gewählt, und ist auch im Ultraschallbild zu erkennen. Die 
liposomalen Formulierungen hafteten somit auch an den menschlichen Plaques und blieben 
auch während dem Fluss (50 ml/min) daran haften. 
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Abbildung 38: Künstliche und menschli che Plaques sind zusammen auf einem 
Schlauchstreifen aufgebracht, mit einer be wusst gewählten Lücke zwischen den beiden 
„Plaque-Typen“, die auch im Ultraschallb ild zu erkennen ist. Im unteren Bild ist der 
Schlauchstreifen nach der Präparation z u sehen. Links befinden sich die S tücke der 
menschlichen Plaque und rechts die Fibrinpulver-Plaques. 
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7.2 DISKUSSION 
Im Bestreben, gefährliche Plaques im menschlichen Körper aufzuspüren, wurden viele 
verschiedene Ansätze entwickelt. Mit Hilfe der Computertomografie (CT) können bspw. 
verkalkte (calcifizierte) Plaques ohne die Verwendung von Kontrastmitteln dargestellt 
werden. Unter Zuhilfenahme von entsprechenden Kontrastmitteln, können sogar nicht-
verkalkte Plaques und Stenosen dargestellt werden 43. Auch die Magnetresonanztomografie 
(MRT) wird eingesetzt, um Plaques zu charakterisieren. Hierbei konzentriert man sich vor 
allem auf den großen, nekrotischen und lipidreichen Kern der Plaque, welcher auch ohne 
Kontrastmittel dargestellt werden kann 41. Die Verwendung von verschiedenen 
paramagnetischen Kontrastmitteln erleichtert die Darstellung der Plaques, da sie das starke 
Signal-zu-Rausch-Verhältnis reduzieren helfen und durch passives Targeting innerhalb der 
Plaques akkumulieren 119 oder durch aktives Targeting mit Antikörpern, wie bspw. Antifibrin, 
an den Plaques haften bleiben 120 und diese somit besser darstellen. CT und MRT haben den 
Vorteil, dass sie einfach in der Anwendung sind, jedoch können sie klassisch nicht zwischen 
den gefährlichen und den stillen Plaques unterschieden und sind zudem extrem teure 
Untersuchungsverfahren. 
Daher gibt es auch viele Versuche, durch Doppler-Ultraschall eine Darstellung und eine 
Charakterisierung von arteriosklerotischen Plaques zu erreichen. Hierbei wird oft der IVUS 
(intravaskulärer Ultraschall) benutzt, entweder ohne Kontrastmittel 121 oder mit 
Ultraschallkontrastmitteln (auch mit Antikörpern für aktives Targeting) 122. IVUS ist 
allerdings ein invasives Verfahren. Einfacher anzuwenden ist das nichtinvasive, diagnostisch 
und therapeutisch nutzbare Ultraschallgerät, das in jeder guten Arztpraxis zu finden ist. Auch 
hier gibt es viele Ansätze, arteriosklerotische Plaques, sowohl ohne 123 als auch mit 124 
Ultraschallkontrastmitteln, darzustellen und zu charakterisieren. 
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Bei der Untersuchung von arteriosklerotischen Plaques mit Ultraschall, ohne 
kontrastverstärkende Mittel, wird hochfrequenter Ultraschall angewendet, womit die Dicke 
der Intima-Media gemessen werden kann. Außerdem können, durch die Bestimmung des 
Grauwertes des Ultraschallbildes, die verschiedenen Plaque-Bestandteile (Calcium, 
Einblutungen, Nekrose, Lipide und fibröses Gewebe) unterschieden werden 123. Allerdings 
lässt sich mit Ultraschalluntersuchungen alleine noch keine erfolgreiche Bestimmung der 
wirklich gefährlichen Plaques, also der Plaques, die kurz davor stehen, zu platzen, 
durchführen. Denn nicht die Größe der Plaque, und damit der Grad der Gefäßverengung, sind 
relevant, sondern die Zusammensetzung der Plaque 125. Die arteriosklerotische Plaque 
entwickelt sich über Jahre hinweg. Die ersten Stadien (Typ I-IV) bleiben unbemerkt und 
verursachen keine Probleme. Sie wachsen langsam, durch Bildung von Schaumzellen und 
Einlagerung von Lipiden, wobei ein oder mehrere Lipidkerne innerhalb der Plaque entstehen 
können. Die fortgeschrittenen Stadien der Plaque, und damit auch die vulnerable Plaque, sind 
durch eine immer dünner werdende fibröse Kappe und einen immer größer werdenden 
nekrotischen Kern gekennzeichnet. Entzündungen und Einblutungen können auftreten und 
zeigen den Entwicklungsgrad der Plaque. Wenn die Kappe reißt, bilden sich Blutgerinnsel mit 
einem Fibrinnetz am Riss 36. Die beliebteste Targeting-Struktur ist daher die Entzündung via 
Selektine (E- und P-Selektin) 17 oder ICAM (intercellular adhesion molecule) 51 und VCAM 
(vascular cell adhesion molecule) 50. Fibrin ist ebenfalls ein sehr guter Marker für eine 
vulnerable Plaque, da Fibrinnetzwerke in Form von Thromben in kleinen Rissen der fibrösen 
Kappe vorhanden sind 35, 126. 
Ziel dieses Experiments war es daher, die nanoskaligen Ultraschallkontrastmittel mit 
Antifibrin-Antikörpern zu modifizieren und deren Targeting-Fähigkeit in vitro zu 
untersuchen. 
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Im ersten Schritt wurde dazu die Antigen-Antikörper-Wechselwirkung zwischen Fibrin und 
Antifibrin auf Glasobjektträgern mit dem AFM untersucht. Dies ist eine schnelle und einfache 
Methode, nicht nur um die Morphologie einer Probe, sondern auch Wechselwirkungen zu 
untersuchen 61. Glas zeigte unter dem AFM eine eigentümliche Struktur (Abbildung 36A). 
Nach dem Modifizieren der Oberfläche mit Fibrin, mittels Cyanurchlorid, war diese Struktur 
nicht mehr sichtbar. Dennoch war die Oberfläche durch die Modifizierung nicht glatt sondern 
leicht rau (Abbildung 36B). Nachdem Formulierungen mit und ohne Antikörper auf die 
Objektträger gegeben und nach kurzer Zeit abgespült wurden, waren im AFM-Bild nur die 
Antikörper-gekoppelten Formulierungen zu sehen. Die Formulierungen ohne Antikörper 
wurden abgespült und hafteten nicht auf dem Glas. In Abbildung 36C sind die liposomalen 
Formulierungen zu erkennen. In Kapitel 3 wurde bereits erwähnt, dass die 
Ultraschallkontrastmittel überwiegend zwei Größenfraktionen aufwiesen. In Abbildung 36C 
ist nur die kleinere Größenfraktion zu sehen, da diese kleineren Partikel auch in Überzahl 
vorhanden sind. 
Nach dem erfolgreichen Nachweis der Antigen-Antikörper-Reaktion mit dem AFM war der 
nächste Schritt die Entwicklung eines ersten, einfachen in vitro Plaque-Modells. Der im 
Flussmodell enthaltene C-Flex®-Schlauch bestand aus einem Styrol-Ethylen-Butylen 
modifizierten Block-Co-Polymer und war mit einem Silikonöl überzogen. Dies machte es 
schwierig die Schlauchoberfläche auf dieselbe Art, wie die Glasobjektträger zu modifizieren, 
denn die Verwendung von Caro‘scher Säure und des organischen Lösungsmittels Chloroform 
zerstörte den Schlauch völlig. Daher musste eine andere Methode gefunden werden, um 
Fibrin auf der Oberfläche zu fixieren. Der inerte blau-gelb-Kleber, der bei bestimmen 
rasterkraftmikroskopischen Messungen Anwendung findet, schien geeignet. Auf den noch 
feuchten Zweikomponenten-Kleber wurde das Fibrin-Pulver gestreut und nach dem Trocknen 
ungebundenes Pulver entfernt. Weder der Kleber noch das Pulver zeigten eine Reflexion im 
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Ultraschall (s.a. Abbildung 37A). Die statisch auf die künstlichen Plaques aufgetragenen 
Formulierungen ohne Antikörper hafteten nicht auf den künstlich hergestellten Plaques und 
wurden, nachdem der Schlauchstreifen in das Flussmodell eingesetzt worden war, einfach 
weggespült. Dagegen hafteten die Formulierungen, die mit Antifibrin gekoppelt waren, sehr 
gut an den Plaques und wurden auch durch den Fluss (50 ml/min) nicht fortgerissen. Dieses 
erfolgreiche in vitro Targeting ist in Abbildung 37B und 37C zu sehen. Nach dem 
Gefriertrocknen der liposomalen Formulierungen ging die Eigenschaft zum Fibrin-Targeting 
nicht verloren, wie die Abbildungen 37D und 37E zeigen. 
In einem weiteren Experiment, einer Art ex vivo Experiment, wurde die Bindungsfähigkeit an 
kleinen Stücken von menschlicher Plaque getestet. Damit ein direkter Vergleich möglich war, 
wurde ein Schlauchstreifen sowohl mit Stücken einer menschlichen Plaque, als auch mit den 
künstlichen Fibrinpulver-Plaques vorbereitet, und bewusst eine Lücke zwischen den beiden 
Plaque-Typen belassen, damit im Ultraschallbild die beiden Plaque-Typen eindeutig 
zugeordnet werden konnten. In Abbildung 38 sind sowohl alle vier vorbereiteten Plaques, als 
auch die Lücke zwischen ihnen deutlich zu erkennen. 
In den meisten Veröffentlichungen zum Plaque-Targeting wurde der invasive IVUS 
eingesetzt und dabei sowohl in vitro Experimente, bspw. mit einem PVA Cryogel Arterien-
Phantom 127, als auch ex vivo Experimente mit menschlichen Koronararterien 121, 128, 
allerdings immer ohne Ultraschallkontrastmittel, durchgeführt. Beim IVUS wertete man die 
Kontrastunterschiede durch unterschiedliche Zusammensetzung der Plaques aus 128. 
Bei Studien mit nichtinvasivem, diagnostischem Ultraschall, suchte man überwiegend nach 
Entzündungsmarkern und entwickelte dazu viele in vitro Modelle. In der Regel wird P-
Selectin auf eine Petrischale fixiert und eine Flusskammer eingebracht 17, 50, 129. Auch ICAM-
1 und VCAM-1 konnten mittels kultivierter Endothelzellen in eine Flusskammer eingebracht 
und als Zielstruktur für Ultraschallkontrastmittel genutzt werden 51. In ex vivo Modellen 
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wurden Aorten von Knockout-Mäusen (ApoE-negativ) in eine Flusskammer eingebracht und 
mit Nanobläschen, die mit anti-ICAM-1 gekoppelt waren, zum Targeting von Gefäßendothel 
verwendet 124 oder Aorten von Yucatan Minischweinen untersucht, bei denen Arteriosklerose 
induziert und anschließend mit Antifibrinogen gekoppelte, ultraschallaktive Liposomen zum 
Fibrin-Targeting eingesetzt wurden 130. Bei in vivo-Experimenten mit Mäusen führte man 
erfolgreiches Targeting von entzündetem Gewebe mittels mit Antikörpern gekoppelte 
Microbläschen durch 131. 
Das Experiment mit den Aorten von Minischweinen 130 ist bisher das einzig bekannte, das 
Ultraschallkontrastmittel mit Fibrinogen-Antikörpern zum Fibrin-Targeting einsetzte. Es 
konnte keine Literatur gefunden werden, in denen Arbeitsgruppen ein Flussmodell nicht nur 
dazu verwendeten, den Ultraschallkontrast von Kontrastmitteln festzustellen, sondern auch 
gleichzeitig in vitro-Targeting durchführten. Das hier vorgestellte in vitro Plaque-Modell für 
nichtinvasives, ultraschallgestütztes Plaque-Targeting von fibrinreichen, arteriosklerotischen 
Plaques ist somit neu. Dieses Modell kann beliebig erweitert werden, um auch andere 
Strukturen, wie z.B. Entzündungsprozesse, Gefäßneubildung oder Thrombusanhaftung, 
gezielt zu finden und damit eine Differenzierung der arteriosklerotischen Plaque, 
verschiedenen Stadien, zu erreichen. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass erfolgreich ein in vitro Plaque-Modell, sowohl mit 
künstlichen Fibrinpulver-Plaques, als auch mit klein geschnittenen menschlichen Plaques, 
aufgebaut werden konnte. Außerdem konnten erfolgreich, mit Antifibrin gekoppelte, 
Ultraschallkontrastmittel entwickelt werden, die selbst bei einer Flussrate von 50 ml/min an 
der künstlichen bzw. menschlichen Plaque haften blieben und diese als hell leuchtende Stellen 
im Ultraschallbild sichtbar machten. 
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8. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 
 
8.1 ZUSAMMENFASSUNG 
In dieser Arbeit wurden neue, lipidbasierte, nanoskalige Formulierungen zur Anwendung als 
Ultraschallkontrastmittel und zum Targeting von arteriosklerotischen Plaques entwickelt und 
charakterisiert. Ziel war eine sehr gute Kontrastverstärkung bei Verwendung von 
diagnostischem, nicht-invasivem Ultraschall bei Frequenzen zwischen 1 und 3 MHz. Es 
konnte eine Methode zur Bestimmung elastischer Eigenschaften nanoskaliger Systeme mittels 
AFM entwickelt und am Beispiel von PLGA-Nanopartikeln getestet werden. Und schließlich 
wurde ein in vitro Plaque-Modell aufgebaut und das erfolgreiche Plaque-Targeting gezeigt. 
Die Grundlagen zu Ultraschall und die Anwendung von Ultraschall in Diagnose und Therapie 
sowie besonders die Anwendung von ultraschallkontrastverstärkenden Mitteln wurden in der 
Einleitung (Kapitel 1) dargestellt. Ein kurzer Überblick zur Gefäßkrankheit Arteriosklerose, 
die Visualisierung dieser Erkrankung und in vivo Charakterisierungsmöglichkeiten wurde 
gegeben.  
Die verwendeten Methoden, zur Herstellung der Ultraschallkontrastmittel bzw. PLGA-
Nanopartikel (Filmmethode, Salting-out), deren physiko-chemische und morphologische 
Charakterisierung (PCS, LDA, Cryo-TEM, 31P-NMR, AFM), die Messung der 
ultraschallkontrastverstärkenden Eigenschaften (Flussmodell) und der Nachweis des Fibrin-
Targetings (in vitro-Plaque-Modell) wurden in Kapitel 2 erläutert. 
Kapitel 3 befasste sich mit den Ergebnissen der physiko-chemischen und morphologischen 
Charakterisierung der hergestellten liposomalen Formulierungen sowie von Polymer-
Nanopartikeln. Es konnte sowohl mit PCS-Messungen, also auch mit AFM und Cryo-TEM 
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gezeigt werden, dass bei der Herstellung der liposomalen Ultraschallkontrastmittel zwei 
Größenfraktionen auftraten und mithilfe des 31P-NMR wurde deutlich, dass Mizellen und 
Liposomen nebeneinander vorlagen. Die Herstellung von anderen Lipidmischungen führte zu 
ähnlichen Ergebnissen, was anhand von PCS-Messungen gezeigt wurde. Die erfolgreiche 
Kopplung von Antikörpern an die liposomalen Formulierungen und die Antigen-Antikörper-
Wechselwirkung, konnten mit dem AFM nachgewiesen werden. Ebenfalls mittels PCS, wurde 
die erfolgreiche Steuerung der Größen der PLGA-Nanopartikel durch unterschiedliche 
Rührgeschwindigkeiten, des bei der Herstellung verwendeten Ultra-Turrax®, gezeigt. 
Kapitel 4 stellte die Ergebnisse der Ultraschallkontrastmessungen und der Untersuchungen 
zur Lagerungsstabilität der Formulierungen, im Hinblick auf den Ultraschallkontrast, dar. 
Durch die Verwendung eines Flussmodells konnten die Kontraststärken und auch die 
Lagerungsstabilität der Ultraschallkontrastmittel schnell und effektiv gemessen und mittels 
der ImageJ-Software als mittlere Grauwerte ausgewertet werden. Dabei wurden alle 
Kontrastmittel mit SonoVue®, einem käuflichen Ultraschallkontrastmittel mit 
Bläschengrößen zwischen 2 und 8 µm, verglichen. 
Kapitel 5 befasste sich mit den Ergebnissen der Verbesserung der Kontrastintensität durch 
Variation der Herstellungsmethode, der Lipidzusammensetzung, sowie dem Gefriertrocknen. 
Die verschiedenen Mischungen wurden wieder im Flussmodell untersucht. Dabei stellte sich 
heraus, dass die Herstellungsmethode teilweise starken Einfluss auf die Kontraststärke hatte. 
Durch die Verwendung des Ultraschallstabes, statt des Ultraschallbades, bei der Herstellung, 
konnten deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden. Auch die Zusammensetzung der 
liposomalen Formulierungen war entscheidend für die Kontrastintensität. Das Gefriertrocken 
hatte ebenfalls einen großen Einfluss auf die Kontraststärke und führte beinahe immer zu 
einer Kontrastverbesserung. Selbst wenn die Herstellung der liposomalen Formulierungen mit 
dem Ultraschallbad geschah und diese dadurch einen schwächeren Ultraschallkontrast 
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aufwiesen, wurde dieser nach dem Gefriertrocknen enorm verbessert bei gleichzeitiger 
Reduzierung der Standabweichung.  
In Kapitel 6 wurden, mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops, elastische Eigenschaften am 
Beispiel von Polymer-Nanopartikeln bestimmt. Da die elastischen Eigenschaften der 
liposomalen Ultraschallkontrastmittel einen Einfluss auf die Ultraschallkontrastintensität 
hätten haben können, wurde zunächst ein Modellsystem zur Messung von Elastizitäten 
entwickelt. Hierzu wurden Polymer-Nanopartikel unterschiedlicher Größen hergestellt und 
vermessen. Dabei zeigten sich auch die an der Partikeloberflächliche stattfindenden 
Abbauphänomene der PLGA-Nanopartikel. 
Kapitel 7 stellte ein selbst entwickeltes in vitro Plaque-Modell zur Untersuchung der 
spezifischen Targeting-Eigenschaften vor. Es konnte das erfolgreiche Fibrin-Targeting an 
künstlichen Plaques, bestehend aus Fibrin-Pulver, und an menschlichen, in kleine Stücke 
geschnittenen Plaques, gezeigt werden. Die mit Antikörpern gekoppelten liposomalen 
Formulierungen blieben auch unter Strömung an den künstlichen und menschlichen Plaques 
haften und die Plaques waren als helle Flecken im Ultraschallbild sehr gut zu erkennen. 
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8.2 AUSBLICK 
In weiteren in vitro-Studien könnten weitere Lipidmischungen als Ultraschallkontrastmittel 
getestet werden. Die Auswahl an Lipiden und die Möglichkeiten der Kombination sind beinah 
unbegrenzt. Ebenfalls denkbar wäre der Einsatz verschiedener lipophiler Gase, z.B. 
Schefelhexafluorid, welches u.a. auch im käuflich erhältlichen SonoVue® enthalten ist, um 
den Ultraschallkontrast nochmals zu verbessern. Die stark lipophilen Gase entweichen 
langsamer aus den Bläschen als Luft und können dadurch zu einem noch stabileren 
Ultraschallkontrast führen. 
Nach dem erfolgreichen Fibrin-Targeting sind auch andere Zielstrukturen für das aktive 
Targeting denkbar. Beispielsweise Entzündung, Angiogenese oder Thrombenbildung via 
ICAM-1, VCAM-1, Selectinen oder auch Fibrin. Durch die Cyanurchlorid-Verknüpfung 
können sehr schnell verschiedenste Antikörper an die Oberfläche der liposomalen 
Formulierungen gekoppelt werden, daher ist auch gezielte Wirkstofffreisetzung denkbar. 
Nachdem die Formulierungen mit Hilfe von Antikörpern an den gewünschten Zielstrukturen 
gebunden haben, könnte durch Zerstörung der Bläschen ein im Bläschen eingeschlossener 
Wirkstoff explosionsartig freigesetzt werden. Ein guter Anwendungsbereich hierfür wäre die 
Thrombolyse, bei der mittels Fibrin-Antikörper die Ultraschallkontrastmittel am Thrombus 
haften bleiben und durch Zerstörung der Bläschen eine thrombolytisch wirksame Substanz 
freigesetzt wird, die durch die Kraft der Explosion sogar noch etwas tiefer in den Thrombus 
hineingepresst werden könnte, was die Auflösung des Blutgerinnsels nochmals verbessern 
würde. 
Auch der Beginn von tierexperimentellen Studien wäre bereits mit den antifibrin-gekoppelten 
Ultraschallkontrastmitteln denkbar. Bisher existieren nur Tiermodelle zum Targeting von 
Entzündungen, welche kurz vor dem Experiment im Tier meist mechanisch verursacht 
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werden. ApoE-negative Mäuse können auch Plaques entwickeln, jedoch wurde bisher kein 
Fibrin-Targeting in vivo versucht, sodass dies ebenfalls ein neues Forschungsgebiet wäre.  
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10. ANHANG 
 
10.1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
°C   Grad Celsius 
AFM   Atomic Force Microscope (Rasterkraftmikroskop) 
AK   Antikörper 
B   Bor 
BSA   Bovines Serumalbumin 
C   Kohlenstoff 
CC   Cyanurchlorid 
CH   Cholesterol 
CT   Computertomographie 
δ   Eindrücktiefe 
D2O   Deuterium Oxide (“schweres Wasser”) 
dB   Dezibel 
DICOM  Digital Imaging and Communications in Medicine 
DMPC   1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin 
DOTAP  1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan 
DPPC   1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin 
DPPE   1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin 
DPPE-CC  1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-(Cyanur) 
DPPE-MPEG5000 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-
[Methoxy(Polyethylenglycol)-5000] 
DPPG   1,2-Dipalmitoyl-sn- Glycero-3-Phosphoglycerol 
DSPC   1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin 
DSPE-PEG2000-CC  1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-[Cyanur-
(Polyethylenglycol)2000] 
E   Elastizitätsmodul, Young Modul 
F   Fluor 
FCS   Fetal Calf Serum 
FDA   Food and Drug Administration 
GPa   Gigapascal 
H   Wasserstoff 
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HPLC   High-Performance Liquid Chromatography 
(Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 
Hz   Hertz 
ICAM   intercellular cell adhesion molecule 
IgG   Immunglobulin G 
IgM   Immunglobulin M 
IVUS   Intravaskulärer Ultraschall 
K   Kelvin 
kHz   Kilohertz 
LDA   Laser Doppler Anemometrie 
LDL   low density lipoprotein 
M   Molar (Mol pro Liter) 
MgCl2x6H2O  Magnesiumchloridhexahydrat 
MHz   Megahertz 
MI   Mechanischer Index 
MMP   matrix metalloproteinase 
mol %   molares Verhältnis in Prozent 
mol/l   Mol pro Liter 
MPa   Megapascal 
MRI   Magnetic Resonance Imaging 
MRT   Magnetresonanztomographie 
µm   Mikrometer 
µl   Mikroliter 
µs   Mikrosekunde 
mg   Milligramm 
ml   Milliliter 
mg/ml   Milligram pro Milliliter 
mm   Millimeter 
mmHg   Millimeter Quecksilbersäule 
mV   Millivolt 
mW   Milliwatt 
N   Stickstoff 
nN   Nanonewton 
nm   Nanometer 
NMR   Nuclear Magnetic Resonance (Kernspinresonanz) 
NO   nitric oxide 
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NP   Nanopartikel 
N/m   Newton pro Meter 
O/W   Öl in Wasser 
P   Phosphor 
PBS   Phosphate Buffered Saline (Phosphatpuffer) 
PCS   Photon Correlation Spectroscopy (Photonenkorrelationspektroskopie) 
Pdi   Polydispersitätsindex 
PEG40S  Polyethylenglykol-(40)-Stearat 
PET   positron emission tomography 
pH   Potentia Hydrogenii 
PGA   Polygylcolicacid 
PLA   Polylacticacid 
PLLA   Poly(L)Lacticacid 
PLGA   Poly(D,L-lactid acid-co-glykolic acid 
pN   Piconewton 
ppm   Parts Per Million 
PVA   Polyvinylalkohol 
rpm   Revolutions Per Minute (Umdrehungen pro Minute) 
ROI   Region Of Interest 
RT   Raumtemperatur 
Si   Silicium 
Si3N4   Siliziumnitrid 
T   Tesla 
TEL   Tetraetherlipid 
TEM   Transmissionselektronenmikroskop 
tPA   tissue Plasminogen Activator 
TRIS   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
USPIO  Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticle 
ν   Poisson-Zahl 
VCAM  vascular cell adhesion molecule 
W/O   Wasser in Öl 
Z-Ave   Z-Average (Mittlerer Durchmesser) 
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10.2 TABELLEN 
 
Mittlere Grauwerte und Messzeitpunkte d er liposomalen Formulierungen nach 
Herstellung mit dem Ultraschallbad sowie von SonoVue®. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Mittlerer Grauwert
[%] 
 
Messzeitpunkt 
[Tage nach 
Herstellung] 
 
Messbedingungen 
    
SonoVue® 100 ± 14,2 0 40 dB, 1,4 MHz, MI 
0,4, Tris 
Phospholipon 4,9 56 50 dB, 1,6 MHz, MI 
0,5, Tris 
DPPC/CH 70:30 7,1 ± 7,3 2/3 44/40 dB, 1,4 MHz, 
MI 0,4, Tris 
DPPC/PEG40S 
98:2 
 
18,0 ± 17,7 
 
2-11 
 
42/44/40/ dB, 1,6/1,4 
MHz, MI 0,4, Tris 
DSPC/PEG40S 
98:2 
 
9,5 ± 6,6 
 
2-11 
 
40/44/40 dB, 1,4 MHz, 
MI 0,4, Tris 
 
Mittlere Grauwerte und Messzeitpunkte d er liposomalen Formulierungen nach 
Herstellung mit dem Ultraschallstab. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Mittlerer Grauwert
[%] 
 
Messzeitpunkt 
[Tage nach 
Herstellung] 
 
Messbedingungen 
    
DPPC/PEG40S 
98:2 
91:9 
 
25,6 ± 14,2 
24,9 ± 8,6 
 
2/3 
2/3 
 
40 dB, 1,4, MHz, MI 
0,4, Wasser 
DSPC/PEG40S 
98:2 
91:9 
 
60,6 ± 23,7 
66,4 ± 18,1 
 
2/3 
2/3 
 
40 dB, 1,4, MHz, MI 
0,4, Wasser 
 
 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC 
 
 
69,0 ± 34,9 
 
 
1/2 
40 dB, 1,4 MHz, MI 
0,4 
Wasser 
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91:9:10 86,3 ± 3,9 
80,2 
2 
1 
Tris 
FCS 
 
 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC-AK 
91:9:10 
 
 
34,9 ± 32,6 
36,9 ± 19,7 
38,3 
 
 
1/2 
2 
1 
40 dB, 1,4 MHz, MI 
0,4 
Wasser 
Tris 
FCS 
 
 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC 
91:9:10 
 
 
89,5 ± 36,0 
85,9 ± 18,3 
53,9 
 
 
1/2 
2 
1 
40 dB, 1,4 MHz, MI 
0,4 
Wasser 
Tris 
FCS 
 
 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC-AK 
91:9:10 
 
 
36,5 ± 33,0 
52,2 ± 45,0 
43,7 
 
 
1/2 
2 
1 
40 dB, 1,4 MHz, MI 
0,4 
Wasser 
Tris 
FCS 
 
Herstellung von DPPC/PEG40S und DSPC/P EG40S (je 91:9) mit dem Ultraschallbad 
und unterschiedlich langen Beschallungszei ten inklusive der ge friergetrockneten 
Formulierungen. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Beschallungszeit 
[Minuten] 
 
Mittlerer Grauwert ± 
Stabw 
[%] 
 
Mittlerer Grauwert ± 
Stabw 
[%] 
Gefriergetrocknet 
    
SonoVue® -- 100  
DPPC/PEG40S (91:9) 1 
2 
3 
4 
5 
7,28 ± 4,99 
11,01 ± 11,18 
5,32 ± 2,17 
3,72 ± 0,31 
2,65 ± 3,06 
63,32 ± 11,63 
39,55 ± 11,42 
40,19 ± 39,31 
54,05 ± 25,26 
25,88 ± 28,96 
DSPC/PEG40S (91:9) 1 
2 
3 
4 
5 
1,69 ± 2,93 
3,04 ± 0,69 
4,32 ± 1,03 
3,71 ± 2,46 
2,26 ± 0,45 
18,90 ± 12,78 
12,56 ± 11,02 
13,58 ± 2,05 
14,98 ± 7,86 
7,97 ± 5,28 
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Beschallungsprotokoll bei Her stellung mit dem Ultraschallstab mit den resultierenden 
Grauwerten inklusive der gefriergetrockneten Formulierungen. 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Amplitude konst. 
Schall 
[%] 
 
Zeit gepulster 
Schall 
[Sekunden] 
 
Mittlerer Grauwert ± 
Stabw 
[%] 
 
Mittlerer Grauwert ± 
Stabw 
[%] 
Gefriergetrocknet 
 
SonoVue® 
 
-- 
  
100 
 
DPPC/PEG40S 
(91:9) 
10 10 
20 
30 
40 
35,63 ± 30,70 
25,25 ± 19,16 
16,66 ± 5,27 
26,71 ± 22,45 
63,36 ± 36,33 
55,24 ± 30,57 
59,63 ± 38,44 
71,07 ± 22,74 
 30 10 
20 
30 
40 
24,61 ± 12,27 
18,37 ± 15,50 
20,68 ± 19,61 
37,31 ± 20,21 
65,90 ± 23,34 
62,39 ± 30,41 
64,29 ± 15,97 
56,05 ± 19,74 
 50 10 
20 
30 
40 
72,35 ± 10,48 
38,30 ± 24,14 
39,09 ± 36,97 
77,33 ± 24,45 
68,34 ± 23,03 
49,33 ± 23,76 
64,47 ± 24,04 
63,50 ± 20,42 
DSPC/PEG40S 
(91:9) 
10 10 
20 
30 
40 
57,45 ± 28,81 
51,30 ± 23,98 
52,88 ± 39,63 
48,97 ± 23,30 
56,64 ± 21,12 
47,76 ± 23,38 
52,36 ± 19,21 
49,79 ± 21,38 
 30 10 
20 
30 
40 
45,42 ± 19,01 
40,79 ± 29,24 
48,72 ± 7,06 
27,54 ± 20,79 
66,12 ± 24,94 
64,05 ± 10,31 
62,58 ± 15,39 
55,46 ± 23,03 
 50 10 
20 
30 
40 
49,65 ± 30,27 
34,84 ± 10,72 
40,83 ± 24,79 
49,46 ± 29,94 
61,05 ± 13,31 
38,84 ± 27,28 
58,83 ± 36,23 
48,94 ± 14,85 
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Grauwerte und Messbedingungen der Ultras challkontraste der verschiedenen Lipid-
Mischungen, inklusive der Werte nach dem Gefriertrocknen (gt = gefriergetrocknet). 
 
Lipidmischung 
[mol%] 
 
Mittlerer Grauwert
[%] 
 
Messzeitpunkt 
[Tage nach 
Herstellung] 
 
Messbedingungen 
    
SonoVue® 100 ± 14,2 0 40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DPPC/CH/TEL 
gt 
0 
19,5 
2 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DPPC/PEG40S/TEL 98:2:2 
gt 
0 
74,2 
5 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DPPC/PEG40S/TEL 98:2:5 
gt 
77,4 
81,3 
5 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DPPC/PEG40S/TEL 98:2:10 
gt 
81,3 
103,1 
5 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DSPC/PEG40S/TEL 98:2:2 
gt 
28,0 
92,7 
5 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DSPC/PEG40S/TEL 98:2:5 
gt 
32,8 
44,0 
5 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DSPC/PEG40S/TEL 98:2:10 
gt 
25,8 
55,6 
5 
0 
46 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DPPC/DPPE-MPEG5000 
gt 
4,4 
23,9 
7 
0 
44 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DSPC/DPPE-MPEG5000 
gt 
0 
61,5 
7 
0 
44 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
DPPC/CH 
gt 
7,1 ± 7,3 
12,1 
2/3 
0 
44 dB 
40 dB 
1,4 MHz, MI 0,4, Tris 
DPPC/PEG40S 
gt 
18,0 ± 17,7 
55,0 
2-11 
0 
44 dB 
40 dB 
1,4 MHz, MI 0,4, Tris 
DSPC/PEG40S 
gt 
9,5 ± 6,6 
53,8 
2-11 
0 
44 dB 
40 dB 
1,4 MHz, MI 0,4, Tris 
DPPC/PEG40S/DPPE 0 5 40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Wasser 
DSPC/PEG40S/DPPE 46,4 5 40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
 10. ANHANG  
 
143 
 
Wasser 
DMPC/PEG40S 
98:2 
91:9 
 
0 
0 
 
2 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Wasser 
DPPE/PEG40S 
98:2 
91:9 
 
25,4 
18,7 
 
2 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Wasser 
DPPG/PEG40S 
98:2 
91:9 
 
0 
0 
 
1 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Wasser 
DOTAP/PEG40S 
98:2 
91:9 
 
0 
0 
 
1 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Wasser 
 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC 
91:9:10 
gt 
 
 
86,3 ± 3,9 
60,6 
 
 
2 
0 
 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
 
DSPC/PEG40S/DPPE-CC-AK 
91:9:10 
gt 
 
 
36,9 ± 19,7 
47,7 
 
 
2 
0 
 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC 
91:9:10 
gt 
 
 
85,9 ± 18,3 
16,6 
 
 
2 
0 
 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
 
DSPC/PEG40S/DSPE-PEG2000-CC-AK 
91:9:10 
gt 
 
 
52,2 ± 45,0 
35,8 
 
 
2 
0 
 
 
40 dB, 1,4 MHz, MI 0,4, 
Tris 
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